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Tuberkuloza je stara, nalezljiva in lahko tudi smrtna bolezen. Povzroča jo okužba z bakterijo 
Mycobacterium tuberculosis. Zanjo je značilna nenavadna struktura celične ovojnice, ki je 
zgrajena iz mikolne kisline. Vse večji problem pri zdravljenju predstavlja odpornost M. 
tuberculosis proti antituberkulotikom, ki se uporabljajo v standardni terapiji. Izoniazid, 
zdravilna učinkovina prvega izbora, je predzdravilo. Za njegovo delovanje je potrebna in 
vivo aktivacija z encimom KatG. Nastali adukt je močan zaviralec encima InhA, ki je 
udeležen pri biosintezi mikolnih kislin. Ker prihaja pogosto do mutacij na encimu KatG, so 
zaviralci, katerih tarča je neposredno encim InhA, obetavni kandidati za razvoj novih 
zdravilnih učinkovin proti vse večji grožnji sevov M. tuberculosis, odpornih na zdravila.  
 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali štiri potencialne direktne zaviralce encima InhA 
(7, 8, 15 in 16). Izhajali smo iz spojine Ⅰ, kjer smo namesto tetrahidropiranskega dela uvedli 
1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin z različnimi substituenti na mestu 1 in 6 in tako 
raziskovali kemijski prostor v aktivnem mestu encima InhA, kjer se tvorijo lipofilne 
interakcije med učinkovino in vezavnim mestom. Sintetiziranim spojinam so na Fakulteti za 
farmacijo na Univerzi v Ljubljani določili IC50. Spojina 15 je izkazala največjo aktivnost, 
IC50 znaša 830 nM. Ker gre za molekulo s kiralnim centrom, bi bila v prihodnje smiselna 
kiralna ločba, saj predvidevamo, da je za aktivnost odgovoren le en enantiomer. V 
nadaljevanju smo ugotovili, da je potrebno na mestu 6 v 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-
a]pirazinu uvesti substituent zaradi drugače nestabilnega pirola. 
  
V drugem delu magistrske naloge smo izvedli kiralno ločbo racemne zmesi tiadiazolnega 
tipa zaviralca InhA M1155 in racemne zmesi zaviralca imunoproteasoma LR114P. Izvajali 
smo direktno kiralno ločevanje spojin s HPLC. Pri prvi spojini enantiomerov nismo uspeli 
ločiti na bazni liniji, vendar smo dobili zadovoljive rezultate za nadaljnje potrebe. Z 
optimizacijo pogojev ločbe druge spojine smo prišli do ločbe enantiomerov na bazni liniji. 
Zbrane posamezne frakcije enantiomerov bodo uporabili na Fakulteti za farmacijo za 
nadaljnja testiranja.  
 





Tuberculosis is an ancient, contagious and possibly deadly disease caused by the infection 
with bacterium Mycobacterium tuberculosis. The bacterial cell wall has an unusual structure 
and is composed of mycolic acids. The immunity of M. tuberculosis to antituberculosis drugs 
used in standard therapy poses a serious problem. Isoniazid, first-line agents, is a prodrug 
and needs to be activated in vivo by KatG enzyme. The formed adduct is a strong inhibitor 
of the enzyme InhA, present in biosynthesis of mycolic acids. Due to common mutations on 
KatG enzyme, the inhibitors directly targeting the InhA enzyme become auspicious 
candidates for the development of active substances against the growing threat of M. 
tuberculosis strains that are immune to medications. 
 
In the first part of our research we synthesised four potential direct inhibitors of enzyme 
InhA (7, 8, 15 and 16). We used the compound Ⅰ in which we replaced the tetrahydropyran 
part with 1,2,3,4-tetrahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine with different substituents in positions 1 
and 6. This way we could explore chemical space in the active site of InhA enzyme where 
lipophilic interactions between the substance and the binding site take place. At the Faculty 
of Pharmacy, they defined the synthesised compounds as IC50. The compound 15 exhibited 
the highest activity with IC50 totalling 830 nM. According to our predictions that only one 
enantiomer is responsible for the activity, we concluded that a chiral separation would be 
more reasonable for the molecule with a chiral centre. Furthermore, we found out that in 
1,2,3,4-tetrahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine the replacement of the substituent in position 6 is 
essential due to the instability of pyrrole. 
 
In the second part of our research we performed chiral separation of the racemic mixture of 
thiadiazole inhibitor InhA M1155 and of immunoproteasome inhibitor LR114P. We carried 
out the direct chiral separation by HPLC. We did not manage to separate the enantiomers of 
the first compound on baseline. Nevertheless, we obtained adequate results for future 
research. The optimisation of the conditions for the separation of the second compound 
enabled the baseline separation of enantiomers. Gathered individual fractions of enantiomers 
will be used at the Faculty of Pharmacy for further testing. 
 




Ⅲ. SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN     acetonitril 
ACP     acil prenašalni protein 
ang.     angleško 
AUC     površina pod krivuljo 
α     selektivnost 
C2O2Cl2    oksalilklorid 
CDCl3     devteriran kloroform 
CH3COOH    ocetna kislina 
CoA     koencim A 
d     dublet 
dd     dublet dubleta 
DCC     dicikloheksilkarbodiimid 
DKM     diklorometan 
DMF     dimetilformamid 
DMSO – d6    devteriran dimetil sulfoksid 
DNA     deoksiribonukleinska kislina 
EDC     1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  
ekv.     molski ekvivalent  
ESI     elektrorazpršilna ionizacija 
EtOAc     etilacetat 
EtOH     etanol 
Et3N     trietilamin 
FAS      sintaza maščobnih kislin (ang. Fatty Acid Synthase) 
GC     plinska kromatografija 
HCl     klorovodikova kislina 
Hex     heksan 
HPLC     visoko ločljiva tekočinska kromatografija 
HRMS     masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hz     hertz 
x 
 
IC50 koncentracija zaviralca, ki zavre biološki proces na 
polovico maksimalne vrednosti 
IGRA     test sproščanja interferonov gama 
INF - γ    interferon gama 
InhA     trans-2-enoil ACP reduktaza 
J     sklopitvena konstanta [Hz] 
k     retencijski faktor 
LC     tekočinska kromatografija 
m     multiplet 
M. tuberculosis   Mycobacterium tuberculosis  
MDR-TB proti zdravilom odporna tuberkuloza (ang. Multidrug  
Resistant Tuberculosis) 
MeOH     metanol 
MF     mobilna faza 
MS     masna spektrometrija 
N     število teoretskih podov 
NaI     natrijev jodid 
NaOMe    natrijev metoksid 
NaN3     natrijev azid 
NaOAc    natrijev acetat 
Na2SO4    natrijev sulfat 
NaBH4     natrijev borhidrid 
NaH     natrijev hidrid 
NaOH     natrijev hidroksid 
NaHCO3    natrijev hidrogenkarbonat 
NAD     nikotinamid adenin dinukleotid-oksidirana oblika 
NADH    nikotinamid adenin dinukleotid-reducirana oblika 
NMR     jedrska magnetna resonanca 
Pd/C     paladij na ogljiku 
POA     pirazinojska kislina 
xi 
 
POCl3     fosforil klorid 
R     ločljivost 
Rf     retencijski faktor 
RKC     reakcija 
RNA     ribonukleinska kislina 
s     singlet 
UHPLC    ultra visoko ločljiva tekočinska kromatografija 
UV     ultravijolična 
tr     retencijski čas 
t0     mrtvi čas 
TB     tuberkuloza 
ZU     zdravilna učinkovina 
Ttal     temperatura tališča 
TFAA     trifluoroacetanhidrid 
TLC     tankoplastna kromatografija 
TMS     tetrametilsilan 
TNF – α    dejavnik tumorske nekroze α     
XDR-TB proti večini zdravil odporna tuberkuloza (ang. 






Tuberkuloza je stara in lahko tudi smrtna, nalezljiva bolezen, ki še vedno predstavlja veliko 
zdravstveno, socialno in ekonomsko breme na svetovni ravni (1). Povzroča jo bakterija 
Mycobacterium tuberculosis in je ena izmed 10 najpogostejših vzrokov smrti na svetu. 
Najpogosteje prizadene pljuča. Približno četrtina svetovne populacije ima latentno obliko 
tuberkuloze, kar pomeni, da so okuženi s tuberkulozo, ampak nimajo bolezenskih znakov in 
tudi niso prenašalci bolezni (2,3). Pri okužbi z Mycobacterium tuberculosis obstaja 5–15 % 
verjetnosti, da okuženi za boleznijo tudi zbolijo. Veliko večje tveganje, da se latentna oblika 
bolezni pretvori v aktivno obliko, imajo ljudje z oslabljenim imunskim sistemom. Primer so 
bolniki okuženi z virusom HIV, podhranjeni ali diabetični bolniki in osebe z drugimi 
kroničnimi obolenji. Večjo verjetnost za pojav aktivne oblike TB imajo tudi kadilci (1,2,3). 
Splošni znaki aktivne okužbe so kronični kašelj z izmečkom, ki je lahko tudi krvav, vročica, 
bolečine v prsih, šibkost, nočno potenje in izguba telesne teže. Simptomi so lahko slabo 
izraženi prve mesece, kar vodi v zapoznelo odkrivanje in posledično tudi zdravljenje bolezni. 
Bolezen se širi po zraku z aerosolnimi kapljicam, ko bolnik z aktivno obliko pljučne 
tuberkuloze kašlja, kiha ali govori (1,3). Ko bacili tuberkuloze dosežejo pljuča in alveole 
novega gostitelja, prirojen imunski odziv v večini primerov poskrbi, da alveolarni makrofagi 
uničijo bacile M. tuberculosis. V primeru, da bacili preživijo prvo linijo obrambe, se začnejo 
aktivno podvojevati v makrofagih in lahko difundirajo do bližnjih epitelnih in endotelnih 
celic. Bakterija se lahko po limfnem in krvnem sistemu prenese do drugih organov in 
prizadene ostale celice. Po vključitvi pridobljenega imunskega sistema je razmnoževanje 
bakterije upočasnjeno in v 90 – 95 % primerov se znaki in simptomi bolezni ne pojavijo. 
Med latentno fazo se vzpostavi dinamično ravnovesje med bacili in gostiteljevim imunskim 
odgovorom, vendar lahko vsak dogodek, ki oslabi gostiteljev imunski sistem, vodi v aktivno 
razmnoževanje bakterije, poškodbo tkiv in pojav bolezni, torej v razvoj aktivne oblike TB 
(1). 
Diagnoza se postavi na podlagi značilnih bolezenskih znakov in simptomov ter detekcije M. 
tuberculosis v biološkem vzorcu s pomočjo izolacije in kultivacije ter mikroskopske analize 
vzorca. Najpogostejši vzorec za postavitev diagnoze pljučne tuberkuloze je sputum. 
Pomagamo si tudi z rentgenskim slikanjem prsnega koša (1). 
Uveljavlja se tudi imunološka detekcija, ki pa je trenutno v večini primerov le pomoč pri 
diagnostiki. Že dalj časa je poznan tuberkulinski kožni test, pri katerem majhno količino 
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prečiščenega proteinskega derivata tuberkulina injicirajo pod kožo na podlakti (4). Trdna, 
dvignjena in rdeča grba na mestu vboda po dveh dneh pomeni pozitiven rezultat testa. Test 
lahko pokaže lažno negativne in lažno pozitivne rezultate, zato ni najbolj zanesljiv (5).  
Novejša metoda, ki predstavlja pomembno orodje v diagnostiki, je IGRA-test sproščanja 
interferonov gama (ang. Interferon Gama Release Assay). Testi IGRA merijo in vitro 
sproščanje interferona γ iz bolnikovih levkocitov kot odgovor na stik s specifičnimi antigeni 
bacilov iz sklopa M. tuberculosis v bolnikovi periferni krvi (6). 
Komercialno sta dostopna dva IGRA-testa; QuantiFERON-TB Gold In-Tube test in T-SPOT 
TB (1,6,7). Test IGRA se izvaja in vitro, največja slabost IGRA je nezmožnost razlikovanja 
med latentno in aktivno obliko tuberkuloze (6). Na kliniki Golnik uporabljajo 
QuantiFERON-TB Gold In-Tube test za pregledovanje oseb, ki so bile v stiku z bolniki z 
aktivno tuberkulozo, pri odkrivanju okužbe z bacili TB pred začetkom zdravljenja z 
biološkimi zdravili, pred presaditvijo organov ali pri pregledovanju zdravstvenih delavcev, 
kakor tudi pri otrocih s sumom na aktivno TB. Test IGRA ne more služiti kot zamenjava za 
mikrobiološko in histološko diagnostiko v primeru suma na aktivno tuberkulozo (6).  
 
1.2 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS  
Mycobacterium tuberculosis je počasi rastoča bakterija z generacijskim časom 12-24 ur pri 
optimalnih pogojih. Posebnost te bakterije je nenavadna struktura celične ovojnice, ki 
zagotavlja močno neprepustno bariero za strupene komponente in zdravilne učinkovine (1). 
Celična ovojnica je osnova mnogih fizioloških in patogenih značilnosti mikobakterij ter 
predstavlja pomembno mesto dovzetnosti in odpornosti proti številnim zdravilom za 
zdravljenje tuberkuloze (8). 
Mikobakterijska celična ovojnica je sestavljena iz treh glavnih delov (slika 1): plazemske 
membrane, jedra celične stene in zunanjega dela. Plazemsko membrano sestavlja 
fosfolipidni dvosloj s proteini in se ne razlikuje od ostalih bakterij. Jedro celične stene je 
sestavljeno iz peptidoglikana, kovalentno vezanega preko enot fosforil-N-
acetilglikozaminozil-ramnozil (P-GlcNAc-Rha) na heteropolisaharidni arabinogalaktan. 
Arabinogalaktan je nato zaestren na svojih neredukcijskih koncih z dolgimi verigami (C70-
C90) mikolne kisline. Slednje tvorijo večji del zunanje ovojnice, pri čemer zunanja plast 





Slika 1: Zgradba celične ovojnice Mycobacterium tuberculosis (prirejeno po (9)). 
 
Poznavanje strukture celične stene mikobakterij je pomembno z vidika razumevanja 
delovanja zdravilnih učinkovin za zdravljenje tuberkuloze in odkrivanja novih tarč za 
zdravila. Odkrivanje novih tarč se je izkazalo kot izjemno pomembno zaradi vse večje 
odpornosti M. tuberculosis na uporabljane zdravilne učinkovine v standardni terapiji (8). 
 
1.2.1 BIOSINTEZA MIKOLNIH KISLIN  
Mikolne kisline so α-acilirane in β-hidroksilirane maščobne kisline, sestavljene iz 70–90 
ogljikovih atomov in predstavljajo glavno in posebno sestavino mikobakterijske celične 
ovojnice (10, 11, 12). 
Biosintezo mikolnih kislin predstavljata dva ločena podaljševalna sistema, FAS I (ang. Fatty 
Acid Synthases I) in FAS II (ang. Fatty Acid Synthases II), kar predstavlja slika 2. Pri 
sistemu FAS I gre za kompleks multifunkcionalnih encimov (aciltransferaza, enoil 
reduktaza, dehidrataza, malonil transferaza, acil prenašalni protein, beta ketoacil reduktaza 
in ketoacil sintaza), ki katalizirajo številke kemijske reakcije, potrebne za nastanek 
dolgoverižnih maščobno kislinskih prekurzorjev za biosintezo mikolne kisline (10, 12, 13). 
FAS I encimi katalizirajo sintezo maščobnih kislin s 16-18 in 24-26 ogljikovimi atomi. 
Produkt FAS I sistema so različno dolge maščobne kisline v obliki acil-koencima A. V vsaki 
sintezni stopnji se veriga podaljša za dva ogljikova atoma. Maščobne kisline s 16-18 
ogljikovimi atomi so substrati za FAS II sistem, kjer nastajajo daljše maščobne kisline. 
Karboksilirane maščobne kisline z 24-26 ogljikovimi atomi iz FAS I se združijo z produkti 
FAS II sistema (meromikolno verigo) in z nadaljnjimi encimskimi reakcijam nastane 
mikolna kislina (10). 
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V FAS II sistem se vključi malonil-ACP, ki nastane iz malonil-CoA (ta nastane z 
karboksilacijo acetil-CoA) pod vplivom ACP transacilaze (FabD). Nato s pomočjo β-
ketoacil-ACP sintaze III (KasA) poteče Cleisnova kondenzacija med malonil-ACP in acil-
CoA iz FAS I in nastane β-ketoacil-ACP, ki je prvi člen FAS II dela. Po redukciji s 3-ketoacil 
ACP reduktazo (MabA), se tvori 3-hidroksiacil-ACP. Ta produkt je substrat za 3-
hidroksiacil-ACP dehidratazo (HadABC), ki proizvaja 3-trans-enoilacil-ACP, ki se nato 
reducira z od NADH odvisno trans-2-enoil ACP reduktazo (InhA), da nastane acil-ACP. Ta 
lahko vstopi v nov krog podaljševanja verige in se združi z novo enoto malonil-ACP. Vsak 
krog se veriga podaljša za dva ogljikova atoma (12). Ko je ustrezne dolžine, izstopi iz FAS 
II in po nadaljnjih reakcijah nastane aktiviran meromikolat, ki se v reakciji kondenzacije 
združi z karboksiliranim-CoA iz FAS I in nastane mikolni β-ketoester. Sledijo nadaljnje 
reakcije in sinteza mikolne kisline (8, 10).  
 
 
Slika 2: Biosinteza mikolne kisline (prirejeno po (10,12)). 
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InhA je torej encim, enoil-ACP reduktaznega tipa, udeležen v biosintezi maščobnih kislin v 
FAS II. Katalizira od NADH odvisno redukcijo dolgoverižnih trans-2-enoil-acil prenašalnih 
proteinov s 16 ali več ogljikovimi atomi. Zaviranje encima InhA povzroči nalaganje 3-trans-
acil ACP (8,10,12,13,14). 
InhA zaviralci zavirajo biosintezo maščobnih kislini, in sicer tako imenovani FAS II sistem. 
Neposredno je motena sinteza dolgoverižnih maščobno kislinskih prekurzorjev za biosintezo 
mikolne kisline, ki je ena izmed glavnih sestavin mikobakterijske celične stene. InhA je zato 
ustrezna tarča za zdravilne učinkovine za zdravljenje tuberkuloze (13). Ker evkariontske 
celice za sintezo maščobnih kislin uporabljajo samo FAS I pot sinteze, so FAS II encimi 
primerna tarča za razvoj ZU. Tako je zagotovljena ustrezna selektivna toksičnost (10). 
 
1.3 ZDRAVLJENJE TUBERKULOZE  
Tubekulozo zdravimo s kemoterapevtskimi sredstvi – tuberkulostatiki ali antituberkulotiki. 
Zdravljenje je v primerjavi z drugimi infekcijskimi boleznimi zahtevno in predvsem 
dolgotrajno (4). Ker je zdravljenje kompleksno, uspešno le pri doslednem jemanju zdravil 
in ker se lahko bolezen hitro razširi, mora to nadzorovati zdravstveni delavec (2,3,4). Večina 
primerov tuberkuloze se uspešno pozdravi s pravočasnim odkritjem bolezni ter pravilno 
izbiro in uporabo zdravila (6). Izbor kemoterapevtika in dolžina zdravljenja sta odvisna od 
bolnikove starosti, splošnega zdravja, možne odpornosti bakterije na zdravila, oblike 
tuberkuloze (latentna ali aktivna) in od lokacije infekcije znotraj telesa (5). Običajno se 
bolnike z latentno obliko bolezni zdravi z eno vrsto antituberkulotika, medtem ko se bolnike 
z aktivno tuberkulozo in na zdravila odporno tuberkulozo zdravi z več antituberkulotiki 
hkrati. Tako skrajšamo čas zdravljenja, zmanjšujemo tveganje, da bi se pri bakterijah razvila 
odpornost na antibiotike in povečamo uspešnost zdravljenja (5). 
Latentna okužba s TB se zdravi 6-12 mesecev z izoniazidom (4). Aktivna oblika tuberkuloze 
se navadno zdravi prav toliko časa kot latentna, vendar z več protimikrobnimi zdravilnimi 
učinkovinami, ki se v delovanju medsebojno podpirajo. Pravimo jim tudi zdravila prvega 
izbora. To so izoniazid, rifampin, pirazinamid, etambutol in streptomicin (2,3,4,15).  
Velik problem pri zdravljenju tuberkuloze v zadnjem času predstavlja odpornost določenih 
tuberkuloznih sevov proti antituberkulotikom. Proti zdravilom odporna tuberkuloza (MDR-
TB) je oblika tuberkuloze, ki jo povzročajo sevi, ki se ne odzivajo na zdravljenje z zdravili 
prvega izbora. Odpornost se pojavi kot posledica njihove nepravilne uporabe, nepravilnega 
predpisovanja, slabe kakovosti ZU ali prezgodnjega prenehanja jemanja zdravil (2,3). Zdravi 
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se jo z zdravili drugega izbora, kamor uvrščamo etionamid, fluorokinolone, makrolide, 
nitroimidazopirane (15). Ta zdravila so dražja in toksična, zdravljenje pa lahko traja tudi do 
2 leti (2,3). Proti večini zdravil odporna tuberkuloza (XDR-TB) je še bolj resna oblika MDR-
TB, saj se bakterija ne odziva niti na zdravila drugega izbora. Zdravljenje te oblike 
tuberkuloze je še zahtevnejše in zato so ti bolniki na daljši terapiji, dodana je tudi ena nova 
ZU (bedakilin ali delamanid) (3). 
Leta 2017 je MDR-TB po oceni Svetovne zdravstvene organizacija predstavljala velik javno 
zdravstveni problem in grožnjo za zdravstveno varnost. Pojavilo se je 558.000 novih 
primerov rezistence na rifampin – najbolj učinkovito zdravilo prvega izbora, od tega je imelo 
82 % bolnikov MDR-TB. Okoli 8,5 % MDR-TB primerov je predstavljala XDR-TB (3). 
 
1.3.1 ZDRAVILNE UČINKOVINE 
Zdravilo izbora za zdravljenje tuberkuloze je izoniazid, ki je predzdravilo. Za njegovo 
delovanje je potrebna in vivo aktivacija z mikobakterijsko katalazo-peroksidazo KatG v 
izonikotinil acil radikal, ki predstavlja aktivno obliko. Adukt, ki nastane zaradi kovalentne 
vezave aktiviranega izoniazida na NAD, ki je kofaktor InhA (INH-NAD adukt), deluje kot 
močan zaviralec InhA (11). Kot že prej omenjeno, postajajo vse večji problem sevi, ki so 
odporni na izoniazid. 40-95 % klinično izoliranih na izoniazid odpornih M. tuberculosis 
sevov ima prisotno mutacijo v encimu KatG (11). Najpogostejša je mutacija Ser315Thr. 
Posledica te mutacije je encim KatG, ki nima sposobnosti aktivacije izoniazida, ohrani pa 
približno 50 % katalazno peroksidazne aktivnosti, kar je dovolj, da bakterija ohrani dovolj 
visoko stopnjo oksidativne zaščite proti gostiteljskim radikalom (15). Odkrite so bile tudi 
mutacije v promotorski regiji InhA, vendar so te odgovorne za manjšo stopnjo odpornosti 
na izoniazid (11,14). Študije so pokazale, da je inhA tarča tudi zdravila drugega izbora 
etionamida. Tudi etionamid je predzdravilo, ki ga aktivira EtaA, ta je flavoprotein 
monooksigenaza. Prav tako kot izoniazid ustvari adukt z NAD in tako zavira InhA (14). Za 
odpornost mikobakterij na ta antituberkulotik so odgovorne predvsem mutacije EtaA (14). 
Zaviralci, katerih tarča je neposredno InhA in ne potrebujejo KatG ali EtaA aktivacije, so 
zato obetavni kandidati za razvoj zdravilnih učinkovin proti vse večji grožnji sevov M. 
tuberculosis, odpornih na zdravila (11,14). Rifampin predstavlja skupaj z izoniazidom 
najpomembnejši ZU za zdravljenje tuberkuloze. Rifampin zavira mikobakterijsko 
transkripcijo, tarča je torej od DNA odvisna RNA-polimeraza. Najpogosteje se odpornost 
pojavi zaradi mutacije v baznem paru 81. centralne regije gena, ki kodira β podenoto RNA 
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polimeraze (15). Če v terapiji skupaj z izoniazidom uporabimo pirazinamid, se zdravljenje 
TB skrajša iz enega leta na 6 mesecev. Pirazinamid je predzdravilo, ki se pretvori v aktivno 
obliko (pirazinojsko kislino) z mikobakterijskim encimom pirazinamidaza, ki ga kodira 
pncA gen (15). Pirazinamid difundira s pasivno difuzijo v Mycobacterium tuberculosis in se 
z encimom pirazinamidazo pretvori v POA. V kislem okolju se zaradi neučinkovitega 
bakterijskega efluksa nalaga v velikih količinah v bakterijski citoplazmi. Akumulacija POA 
zniža intracelularni pH do stopnje, da ustavi glavne encime, pomembne za sintezo 
maščobnih kislin. Za odpornost na pirazinamid je v največji meri (72-97 %) odgovorna 
mutacija gena pncA (15). Streptomicin je antibiotik, ki se veže na ribosomsko 30S podenoto 
in moti sintezo proteinov (16). Zdravilo prvega izbora je tudi etambutol, ki zavira arabinozil 
transferazo, ki je vključena v sintezo celične stene. Motena sinteza celične stene vodi v 
naraščajočo permeabilnost in s tem smrt bakterije (17). 
 
1.4 KIRALNE MOLEKULE 
Kiralne molekule so stereoizomere, kar pomeni, da imajo enako molekulsko formulo in 
zaporedje vezanih atomov, vendar se med seboj razlikujejo v tridimenzionalni usmeritvi 
atomov v prostoru (18). Zanje je značilen vsaj en, po navadi ogljikov atom (redkeje dušik, 
fosfor, žveplo, silicij), ki ima vezane 4 različne kemijske skupine ali atome. Imenujemo ga 
stereogen center. Molekula se nahaja v dveh različnih tridimenzionalnih oblikah, ki sta si 
zrcalni sliki. Zrcalnima kiralnima molekulama pravimo enantiomera (19,21). Enantiomeri 
imajo enake kemijske in fizikalne lastnosti (pKa, topnost, temperaturo tališča, vrelišča ...), 
razlikujejo se le po predznaku kota zasuka ravnine polarizirane svetlobe (18,20). Če sta oba 
enantiomera zastopana v razmerju 1:1, govorimo o racemni zmesi. Racemna zmes ni optično 
aktivna (18). 
Če ima spojina več centrov kiralnosti, je možno večje število stereoizomerov, ki pa si niso 
vsi drug drugemu zrcalne slike. Kiralne stereoizomere, ki niso zrcalne slike eden drugega, 
imenujemo diastereoizomere. Diastereoizomere imajo za razliko od enantiomerov različne 
razdalje med atomi in se med seboj razlikujejo tako po kemijskih kot po fizikalnih lastnostih. 
Ločitev enantiomerov v nekiralnem okolju ni možna, medtem ko lahko diastereoizomere 
zaradi različnih fizikalno-kemijskih lastnosti ločimo s frakcionirno destilacijo, 




1.5 KIRALNOST IN ZDRAVILNE UČINKOVINE 
Skoraj polovica danes uporabljanih zdravilnih učinkovin je kiralnih. Zanimivo je, da je za 
farmakološko aktivnost po navadi odgovoren le en enantiomer, drug pa ima lahko drugačne 
farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti in lahko povzroča številne neželene učinke 
ali pa je celo toksičen. Enantiomera se lahko bistveno razlikujeta v vezavni afiniteti na 
receptorje, transporterje, proteine ali encime, v biološki razpoložljivosti, absorpciji, stopnji 
metabolizma, metabolitih in izločanju (18,22). 
Pri zdravilnih učinkovinah, pri katerih je za optimalno farmakološko delovanje odgovoren 
le en enantiomer, se farmacevtska industrija vse bolj usmerja v proizvodnjo zdravil le s tem 
enantiomerom; npr. (S)-citalopram, (S)-omeprazol, (S)-ibuprofen (18,22). Za uporabnika 
zdravila pomeni prisotnost enega enantiomera namesto racemne zmesi v zdravilu manjšo 
obremenitev za jetra, ledvice, manjši obseg metabolizma hkrati pa je manjša tudi verjetnost 
za interakcije z drugimi zdravilnimi učinkovinami (18,22). 
V nekaterih primerih sta potrebni za optimalen farmakološki učinek obe enantiomerni obliki.  
Nasproten primer je npr. naproksen (slika 3), ki deluje protivnetno. (S)-naproksen se 
uporablja kot analgetik, medtem ko je (R)-naproksen toksičen za jetra in v zdravilu ne sme 
biti prisoten (23).  
 
                                                 
 
                               R-NAPROKSEN                                       S-NAPROKSEN 
Slika 3: Enantiomerni obliki naproksena.  
 
1.6 PRIDOBIVANJE ČISTIH ENANTIOMEROV  
Metode oz. tehnike, ki omogočajo pridobitev čistih enantiomerov ali njihovo ločevanje iz 
racemne zmesi, so danes v kemijskem in farmacevtskem svetu nujne in zelo pomembne 
(18,24).  
Za pridobitev optično aktivnih enantiomerov imamo več možnosti. Lahko je v to usmerjena 
že sinteza, ločimo stereoselektivno sintezo in sintezo iz enantiomera naravnega izvora 
(kiralni bazen). Druga možnost pa je uporaba različnih metod oz. tehnik za kiralno ločitev 




Stereoselektivna sinteza ali asimetrična sinteza je kemijska reakcija, pri kateri nastane en ali 
več novih centrov kiralnosti. Produkt je točno določen enantiomer ali diastereoizomer.  
Da se izognemo in situ racemizaciji med sintezo kiralnih učinkovin, uporabljamo ustrezne 
reagente, akiralne prekurzorje, kiralne »pomočnike« in kiralne katalizatorje (20,26).  
»KIRALNI BAZEN« 
Metoda »kiralnega bazena« kot reagente oz. izhodne substrate pri sintezi stereoselektivnih 
spojin uporablja optično čiste kiralne spojine prisotne v naravi, in sicer rastlinskega ali 
živalskega izvora. Metoda je relativno poceni, druge prednosti so še visoka optična čistost 
spojin naravnih virov, že prisotni stereogeni centri v teh spojinah lahko nadzorujejo 
stereoselektivnost nadaljnjih kiralnih centrov in rezultat je visoka optična čistost nastalih 
spojin. Veliko zdravilnih učinkovin se sintetizira iz aminokislin, primer so zaviralci 
angiotenzinske konvertaze (lizinopril, kaptopril, enalapril, perindopril ...) za zdravljenje 
hipertenzije (20). 
KIRALNA LOČITEV 
Za kiralno ločitev enantiomera iz racemne zmesi se uporabljajo kristalizacija, 
kromatografske in elektoforetske metode ter kinetična ločitev (20). 
Metode za ločitev kiralnih spojin se danes uporabljajo v farmacevtski kontroli kakovosti, za 
farmakokinetične študije, spremljanje racemizacije in kontrolo čistosti spojin pri kemijski 
sintezi (18,24). 
V farmacevtski industriji je široko uporabljena tehnika ločevanja s kristalizacijo. Najbolj 
priljubljena metoda za ločevanje organskih kislin in baz je kristalizacija s pomočjo 
diastereoizomerov v obliki soli. Racemni zmesi zdravilne učinkovine dodajo čisto 
enantiomerno obliko kisline ali baze. Nastaneta dve diastereoizomerni soli, ki imata različne 
fizikalne in kemijske lastnosti. Zaradi različne topnosti ju lahko ločimo s kristalizacijo ali 
filtracijo. Na koncu sol razpade z dodatkom kisline ali baze in dobimo čist enantiomer 
zdravilne učinkovine (20,26). 
Drugi pristop za ločevanje enantiomerov je kinetična ločitev in temelji na kemijski reakciji 
med racematom in čistim enantiomerom, pod vplivom kemokatalizatorjev (kovinski 
katalizatorji, Lewisova kislina, organski katalizatorji) ali biokatalizatorjev (encimi). En 
enantiomer reagira hitreje kot drugi ali pa je samo ena enantiomerna oblika učinkovine 
substrat za encim in tako lahko izoliramo drugo enantiomerno obliko (20,26). 
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Enantiomere lahko ločimo iz racemne zmesi tudi s pomočjo kromatografskih metod, in sicer 
s plinsko kromatografijo, kromatografijo visoke ločljivosti, kromatografijo s superkritičnimi 
fluidi in tankoplastno kromatografijo. Kot ustrezna alternativa tem metodam pa sta se 
izkazali kapilarna elektroforeza in kapilarna elektrokromatografija (24). 
Od naprednejših tehnologij se najpogosteje uporablja kromatografija visoke ločljivosti. To 
metodo smo v eksperimentalnem delu pri ločevanju kiralnih spojin uporabljali tudi mi.  
 
1.7 KROMATOGRAFIJA 
Kromatografija je separacijska in analitska tehnika, ki na podlagi različnih fizikalnih in 
kemijskih lastnosti loči različne komponente v vzorcu. Različne komponente imajo zaradi 
svojih lastnosti drugačno hitrost potovanja skozi kromatografsko kolono. Nekatere lahko 
tvorijo interakcije s stacionarno fazo in ostajajo dlje v stiku z njo, druge pa hitreje potujejo 
proti detektorju s tokom mobilne faze. 
Vsak kromatografski sistem je sestavljen iz stacionarne faze, ki je v trdni obliki ali pa v 
obliki tekočine, adsorbirane na površini trdnega nosilca, in iz mobilne faze, ki je lahko v 
tekoči ali plinasti obliki. Če je mobilna faza tekoča, imenujemo tak tip kromatografije 
tekočinska kromatografija (LC). Če gre za plin, pa se imenuje plinska kromatografija (GC). 
Plinska kromatografija se uporablja za ločevanje plinov mešanice hlapnih tekočin. 




HPLC je tekočinska kromatografija visoke ločljivosti in temelji na porazdeljevanju spojin 
med stacionarno fazo in tekočo mobilno fazo. Je izboljšana tehnika kolonske kromatografije. 
Med tem, ko pri kolonski kromatografiji komponente v topilu poganja gravitacija, pa pri 
HPLC le-te pod visokim tlakom, tudi do 400 barov in več, potiskamo skozi kromatografsko 
kolono in omogočamo hitrejše ločevanje komponent v vzorcu. Mobilna faza stalno potuje 
skozi kolono in prenese injicirane vzorce do detektorja (27).  
Ločimo 4 vrste HPLC:  
 normalno fazna kromatografija,  
 reverzno fazna kromatografija,  
 ionsko izmenjevalna kromatografija in  
 velikostno izključitvena kromatografija.  
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Ločitev komponent v vzorcu je tako odvisna od njihove topnosti v vodi, v organskih topilih, 
od naboja in velikosti.  
Pri normalno fazni kromatografiji imamo polarno stacionarno fazo (SiO2, Al2O3) in 
nepolarno mobilno fazo (heksan, etanol, propanol ...). Ločevanje temelji na adsorpciji in 
desorpciji komponent na polarno stacionarno fazo. Primernejša je za ločevanje polarnih 
spojin. Reverzno fazna kromatografija ima nepolarno stacionarno fazo (C18) in polarno 
mobilno fazo (voda, metanol, acetonitril ...) in je najprimernejša za ločevanje nepolarnih 
spojin. Pri ionsko izmenjevalni kromatografiji predstavljajo stacionarno fazo ionske 
skupine, ki so vezane na trdne nosilce. Ločujemo ionske substance, pri čemer ločevanje 
temelji na ionskih interakcijah komponent z ionskimi skupinami na stacionarni fazi. Mobilna 
faza je vodni pufer, ki uravnava pH in ionsko moč. Stacionarna faza pri velikostno 
izključitveni kromatografiji vsebuje delce s točno določeno velikostjo por. Manjši delci se 
lahko zadržujejo v porah, večji pa se skupaj z mobilno fazo hitreje izločijo iz kolone (19,27). 
HPLC ima velik pomen v farmaciji, medicini, forenziki, uporablja pa se tudi na drugih 
področjih. V farmaciji je tehnika pogosto uporabljena v kontroli kakovosti, testih 
raztapljanja, za ugotavljanje stabilnosti učinkovin. S pomočjo HPLC lahko analiziramo 
biološke vzorce, npr. kri in urin. Omogoča nam merjenje glikiranega hemoglobina v plazmi 
sladkornih bolnikov in s tem nadzor zdravljenja bolezni, detekcijo in merjenje aminokislin, 
endogenih nevropeptidov ... Forenziki s pomočjo HPLC določijo prisotnost in količino drog 
ali steroidov v bioloških vzorcih. Omogoča pa tudi detekcijo fenolnih komponent v pitni 
vodi, analizo hrane, preverjanje onesnaženosti ozračja (19, 25 in 27). 
 
1.7.2 SESTAVA KROMATOGRAFSKEGA SISTEMA 
Sistem je sestavljen iz rezervoarja mobilne faze, po navadi so to stekleni vsebniki, črpalke, 
ki zagotovi visok tlak, injektorja za injiciranje vzorca, kolone, detektorja in naprave za 
zbiranje podatkov in obdelavo rezultatov, največkrat računalniški program (slika 4). 
 
Slika 4: Sestava kromatografskega sistema (prirejeno po (29)). 
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Kolone za HPLC so običajno narejene iz nerjavečega jekla, dolge med 50 in 300 mm in 
imajo notranji premer 2-5 mm (27). Napolnjene so z delci polnila, ki so prekriti s stacionarno 
fazo. Običajna velikost delcev je 3-10 µm. Manjši kot so, večji volumen stacionarne faze je 
na voljo vzorcu, hkrati pa je zmanjšan volumen topila med delci. Tako je večja verjetnost, 
da bodo komponente vzorca, ki so raztopljene v mobilni fazi, prišle v stik s stacionarno fazo 
in tvorile ustrezne interakcije. Posledica majhne velikosti delcev in zmanjšanega prostora 
med njimi je visok tlak v koloni. Pri izbiri ustrezne stacionarne faze moramo biti zato pozorni 
tudi na visok tlak. Najbolj pogosto uporabljane in primerne stacionarne faze temeljijo na 
silikagelu. Delci silikagela, velikosti 5-10 µm, zagotavljajo odlično stacionarno fazo za 
normalno fazno kromatografijo visoke ločljivosti. S kemijskimi modifikacijami na površini 
delcev dosežemo ustrezno mobilno fazo tudi za reverzno fazno in ionsko izmenjevalno 
kromatografijo.  
Detektor se nahaja na koncu kolone in zazna analit, ko se ta eluira iz kromatografske kolone. 
Generira signal, ki je relativen glede na količino eluiranega analita (27). Obstajajo različne 
vrste detektorjev, najpogosteje se uporabljajo spektrofotometrični, fluorescenčni, 
elektrokemijski, masno spektrometrični in refraktometrični (25,27). 
 
1.7.3 KROMATOGRAM IN OSNOVNI PARAMETRI 
Signali z detektorja se prenesejo in obdelajo v računalniškem programu, ki nam nato pomaga 
pri interpretaciji rezultatov. Dobimo graf, ki mu pravimo kromatogram (slika 5). Na njem 
spremljamo signal z detektorja v odvisnosti od časa. Kromatogram vsebuje vrhove in vsak 
vrh predstavlja komponento, ki se je eluirala iz kolone in jo je zaznal detektor. Podatki na 
kromatogramu nam omogočajo računanje nekaterih lastnosti kromatografskega sistema. S 
posameznimi parametri lahko ovrednotimo kromatografsko ločbo in kolono. 
 
 Slika 5: Primer kromatograma z nekaterimi parametri (prirejeno po 33). 
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 Retencijski čas [tr] je čas, ki je potreben za posamezno komponento za potovanje 
od injektorja do detektorja skozi kromatografsko kolono in je ob danih 
kromatografskih pogojih specifičen za posamezno komponento (27,32). 
 Mrtvi čas [t0] je čas potovanja mobilne faze od injektorja do detektorja skozi 
kromatografsko kolono (32).  
 Površina kromatografskega vrha [AUC] je sorazmerna količini eluiranega analita 
in omogoča kvantifikacijo komponente v vzorcu. Pri kvantifikaciji si lahko 
pomagamo z internimi in eksternimi standardi. 
 Retencijski faktor [k] je merilo za zadrževanje komponente na stacionarni ali v 
mobilni fazi. Večji kot je, bolj se komponenta zadržuje v stacionarni fazi in počasneje 
se eluira iz kolone. Dimenzija kolone in pretok mobilne faze nanj ne vplivata (32). 




 Selektivnost [α] se nanaša na zmožnost kromatografskega sistema, da loči 2 analita 
med sabo. Izračunamo jo po enačbi: 







Za optimalno ločitev mora biti večja od 2, pri vrednostih okrog 1 ločitev ni mogoča, 
saj se vrha prekrivata (32). 
 Število teoretskih podov [N] izraža učinkovitost kolone. Pove, kolikokrat se 
topljenec izmenja med stacionarno in mobilno fazo pri prehodu skozi kolono. Ta 
vrednost pri HPLC vrstah kolone preseže 10000, medtem ko pri navadnih kolonah 
po navadi dobimo vrednosti do 500. Izračunamo jih po enačbi: 
 






- kjer je w širina kromatografskega vrha na bazni liniji (32).  
 Ločljivost [R] meri zmožnost kolone, da loči dva analita v dva ločena vrha in je 
definirana kot: 
R =  






1.8 KIRALNA LOČBA S HPLC 
Razlikujemo dve tehniki kiralnega ločevanja s HPLC; indirektno in direktno. Pri indirektni 
metodi iz spojine v vzorcu pripravimo derivate s kiralnim reagentom in dobimo dva 
diastereoizomera, ki ju lahko enostavno ločimo s HPLC. Indirektna tehnika zahteva 
določene funkcionalne skupine v spojini, npr. aminsko, hidroksilno, karboksilno, karbonilno 
ali tiolno, s katerimi bo kiralni reagent, ki je čisti enantiomer, lahko reagiral in omogočil 
nastanek diastereoizomerov. Ta metoda se v industriji redko uporablja (26). 
Pogosteje se uporablja direktno kiralno ločevanje s HPLC. Ustrezne pogoje za ločevanje 
kiralnih spojin lahko dosežemo z dodatkom kiralnega selektorja v mobilno fazo. V večini 
primerov dobimo dobre rezultate, vendar je zaradi dragih reagentov metoda precej draga.  
Lažja in ugodnejša metoda je uporaba kolon s kiralnim stacionarnim fazam, kjer je kiralni 
selektor adsorbiran ali pa kemijsko vezan na stacionarno fazo. Interakcije, ki se vzpostavijo 
med kiralno stacionarno fazo in enantiomeri, so ionske interakcije, vodikove vezi, π-π 
interakcije in hidrofobni efekt (20). Najbolj zanesljiv model interakcij je predstavil 
Dalgliesh, in sicer gre za tritočkovni povezovalni model, kjer se med kiralnim selektorjem 




Slika 6: Tritočkovni povezovalni model (prirejeno po (24)). 
 
Komercialno so dostopne številne stacionarne faze s kiralnim selektorjem, vendar se v 
industriji najpogosteje uporabljajo ciklodekstrini in njihovi derivati. Večja kot je stabilnost 
kompleksa, ki se tvori med analitom in ciklodekstrini kot stacionarno fazo, boljšo ločitev 
bomo dosegli. Pogosto se uporabljajo tudi stacionarne faze, ki temeljijo na polisaharidih, 
največkrat gre za celulozo (Chiralcel OD-RH, Chiralcel OD, Chiralcel ODR) ali amilozo 
(Chiralpak AD, Chiralpak AD-H). Kot kiralna stacionarna faza se uporabljajo tudi 
makrocilklični antibiotiki, npr. vankomicin, teikoplanin, ristocetin A (Chirobiotic V, 
Chirobiotic T, Chirobiotic R), proteini, poliakrilamid, dialiltartardiamid. 
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Ne obstaja univerzalna kiralna stacionarna faza, ki bi lahko ločila vse racemne zmesi na 
enantiomere. Izbira ustrezne kolone je v splošnem odvisna od interakcij med kiralno 
stacionarno fazo in kiralnim analitom, je zahtevna in po navadi temelji na raziskovalčevih 
izkušnjah (26, 31). 
 
1.9 IMUNOPROTEASOM 
Proteasom je znotrajcelična proteaza in predstavlja glavni del ubikvitin proteasomskega 
sistema. Odgovoren je za vzdrževanje celične homeostaze in regulacijo različnih procesov, 
kot so celični cikel, prepisovanje genov, celična apoptoza in imunski odziv. Njegova naloga 
je razgradnja nepravilno zvitih in poškodovanih proteinov. Proteasom ima obliko sodčka 
(slika 7). Sestavljen je iz 20S dela, ki predstavlja jedro, in 19S regulatornega dela, ki se 
nahaja na zgornji in spodnji strani proteasoma. Jedro (20S) je sestavljeno na zunanjem delu 
iz dveh α obročev, vsak ima 7 α podenot in na notranjem delu iz dveh β obročev, vsak ima 
7 β podenot. Tri β podenote imajo proteolitično aktivnost, in sicer β1 ima kaspazi podobno, 
β2 ima tripsinu podobno, β5 pa kimotripsinu podobno proteolitično aktivnost. 19S del deluje 
kot vratar, prepozna substrat in ga prenese do jedra, kjer poteka proteolitična aktivnost.  
Imunoproteasom izhaja iz konstitutivnega proteasoma in se večinoma nahaja v imunskih 
celicah. Njegovo izražanje v primeru prisotnosti vnetja inducirajo vnetni citokini,  
kot sta INF-γ in TNF-α. Pri imunoproteasomu se β1 podenota zamenja z iβ1, β2 z iβ2 in β5 
z iβ5, 19S pa se zamenja z 11S (PA28α, PA28β). Posledica teh modifikacij je bolj učinkovita 
proteolitska funkcija kot pri konstitutivnem proteasomu. Imunoproteasom razgrajuje tudi 
virusne proteine (34,35,36). 
  




Proteasom je validirana tarča za zdravilne učinkovine. Ena izmed prvih takšnih učinkovin je 
bortezomib, ki je zaviralec proteasoma in se uporablja za zdravljenje multiplega melanoma 
in limfoma plaščnih celic. Večina zaviralcev deluje na katalitično aktivnost konstitutivnega 
proteasoma kot tudi imunoproteasoma in znano je, da je inhibicija konstitutivnega 
proteasoma odgovorna za neželene stranske učinke. Povečano izražanje imunoproteasoma 
povezujejo z avtoimunskimi boleznimi, vnetnimi boleznimi in različnimi oblikami raka. 
Zato je danes razvoj učinkovin vse bolj usmerjen v selektivne zaviralce imunoproteasoma. 
Selektivni zaviralci imunoproteasoma so redki, poleg tega pa temeljijo na peptidnih 
strukturah, kar ima za posledico slabo biološko uporabnost, slabo metabolno stabilnost in 
intravensko aplikacijo (35,36). 
Na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani so Sosič et al. v želji izboljšanja farmakokinetičnih in 
farmakodinamičnih lastnosti peptidnih zaviralcev raziskovali nepeptidne, reverzibilne, 
selektivne zaviralce imunoproteasoma, ki delujejo na iβ5 katalitično podenoto in nato najbolj 
aktivne pretvorili v kovalentne, ireverzibilne, nepeptidne zaviralce. Za enega izmed 




Slika 8: Spojina LR114P. Rdeči del molekule (oksatiazolon) predstavlja elektrofilno bojno glavo, ki 
se kovalentno veže na nukleofilen aminokislinski ostanek proteina. Desni, črni del molekule, pa je 




2 NAMEN DELA 
V sklopu prvega dela magistrske naloge bomo sintetizirali potencialne zaviralce encima 
InhA. Kot izhodišče bo služil tetrahidropiranski zaviralec (I), ki mu želimo zamenjati 
tetrahidropiranski del z 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinom (slika 9). Slednji fragment 
je bil uvrščen relativno visoko pri računalniškem modeliranju in nekatere spojine iz tega 
razreda so zavirale encim InhA v mikromolarnem območju. Specifično želimo uvesti 
različne substituente na mesti 1 (R1) in 6 (R2) 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina in s tem 





Slika 9: Shema načrtovanih zaviralcev encima InhA. 
V drugem delu magistrske naloge bomo izvajali kiralno ločbo s kolonsko kromatografijo 
visoke ločljivosti. Uporabili bomo direktno metodo HPLC kiralne ločbe, in sicer bomo 
uporabili kolono s kiralno stacionarno fazo. Izvedli bomo kiralno ločbo racemne zmesi 
tiadiazolnega tipa zaviralca InhA, spojino M1155, in racemne zmesi zaviralca 
imunoproteasoma, spojino LR114P, oba so sintetizirali na Fakulteti za farmacijo 
(preglednica Ⅰ). Pri obeh se stereogeni center nahaja na mestu, kjer se tvorijo ključne 
interakcije z vezavnim mestom, zato predpostavljamo, da se bosta enantiomera bistveno 
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razlikovala glede na zaviranje InhA oz. imunoproteasoma. Za kiralno ločbo zaviralca 
tiadiazolnega tipa InhA so pogoje že optimizirali na Fakulteti za farmacijo, zato bomo samo 
zbirali posamezne frakcije in se seznanili z opremo in delom. Pri kiralni ločbi zaviralca 
imunoproteasoma pa bomo s spreminjanjem sestave mobilne faze, pretoka mobilne faze in 
volumna injiciranja vzorca iskali najprimernejše pogoje za ustrezno ločbo enenatiomerov iz 
racemne zmesi. 
 
Preglednica I: Struktura in oznaka kiralnih spojin, ki jih bomo ločevali s HPLC. 








3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Topila in reagenti 
Pri eksperimentalnem delu smo za sintezo spojin uporabljali topila in reagente 
proizvajalcev Merck KGaA, Carlo Erba Reagents, Sigma Aldrich in Fluka. Za 
kromatografijo visoke ločljivosti smo uporabljali topila ustrezne čistosti.  
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
Pri delu smo uporabljali analitsko tehtnico Mettler Toledo®, električne grelnike in 
magnetne mešalnike IKA® Werke, ultrazvočno kadičko Iskra pio sonis 4, rotavapor Buchi® 
R-200 in UV svetilko Camag® za detekcijo spojin na TLC. 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
 Tankoplastna kromatografija (TLC) nam je služila kot pomoč pri spremljanju 
poteka reakcij in ugotavljanju prisotnosti želenega produkta v reakcijski zmesi. 
Uporabljali smo aluminijaste ploščice TLC z nanešenim silikagelom proizvajalca 
Merck. Mobilno fazo smo pripravljali iz topil v ustreznem razmerju in jo prilagajali 
glede na lastnosti spojin. Spojine smo najprej detektirali pod UV-lučko pri valovni 
dolžini 254 in 366 nm, nato pa še pri vidni svetlobi po oroševanju z ninhidrinom ali 
fosfomolibdensko kislino. 
 Kolonsko kromatografijo smo uporabljali med sintezo spojin, da smo se znebili 
stranskih produktov in ostalih nečistot, prisotnih v reakcijski zmesi. Za stacionarno 
fazo smo uporabljali silikagel proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 
mm. Glede na retencijski čas spojine, ki smo jo želeli ločiti od ostalih komponent, 
smo zbrali ustrezno mobilno fazo. Uporabljali smo steklene kolone različnih dolžin 
in debelin. Izbira kolone je bila odvisna od količine vzorca in njegovih lastnosti. 
 Kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je metoda, s katero smo v prvem delu 
preverjali čistost sintetiziranih končnih spojin. Uporabili smo UHPLC sistem 
Dionex UltiMate 3000 in kolono Luna 3u C8(2) 100A, velikost 150×4,60 mm, 
3micron. V drugem delu smo uporabljali HPLC sistem Agilent Technologies HP 
1200 Series za kiralno ločbo spojin. Uporabili smo kolono Kromasil 5-CelluCoat, 
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dimenzije 10×250 mm, ki ima kiralno stacionarno fazo in sicer tris-[3,5-
dimetilfenil] karbamoil celulozo (slika 10). 
  
Slika 10: Stacionarna faza tris-[3,5-dimetilfenil] karbamoil celuloza (38). 
 
3.2.2 Spektroskopske metode 
 Jedrska magnetna resonanca (NMR): 1H spektri spojin so bili posneti na Fakulteti 
za farmacijo na spektrometru Bruker Avance III pri 400 MHz. Za pripravo raztopin 
vzorcev smo uporabljali devterirana topila, in sicer CDCl3 in DMSO-d6, kot interni 
standard smo uporabljali TMS. Spektre smo obdelali z računalniškim programom 
MestReNova 12.0.4 proizvajalca Mestrelab Research S. L. 
 Masna spektrometrija (MS): mase so bile izmerjene na spektrometru Expression L 
CMS proizvajalca Advion. HRMS so bili izmerjeni na masnem spektrometru 
Thermo Sciemtific Q Exactive Plus na UL FFA.  
 
3.2.3 Določanje tališča 
Tališče smo določevali optično na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico na 
Fakulteti za farmacijo. 
 
3.2.4 Računalniška programska oprema  
Za risanje in poimenovanje spojin ter risanje poteka reakcij smo uporabljali program 




4 EKSPERIMENTALNO DELO – SINTEZA 
4.1 Sinteza 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline (B) 
Sinteza metil 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoata (A) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: V bučko smo natehtali 1,76 g (18,3 mmol) 3,5-dimetil-1-H-pirazola in med 
prepihovanjem z argonom dodali 20 ml DMF. K raztopini smo med mešanjem na ledeni 
kopeli dodali 0,908 g NaH (22,7 mmol). Ko iz reakcijske zmesi ni bilo več izhajanja 
mehurčkov in s tem nastajanja vodika, smo dodali 4 g (17,5 mmol) metil 4-
(bromometil)benzoata in pustili mešati čez noč na sobni temperaturi. 
Naslednji dan smo reakcijski zmesi dodali 5 ml nasičene raztopine NaHCO3 in pustili nekaj 
časa mešati, nato smo pod znižanim tlakom uparili topilo. Zaostanku smo dodali etilacetat 
in vodo ter prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo sprali še z 1 M HCl (30 ml), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (30 ml) in nasičeno raztopino NaCl (30 ml). Nato smo pod znižanim 
tlakom uparili etilacetat in zaostanek prelili s heksanom, ki smo ga po enem dnevu odlili. 
Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo. Izbrali smo mobilno fazo: EtOAc/Hex 
= 1/3 in izolirali 1,358 g (5,55 mmol) produkta A. 
 
SPOJINA A 
 Molekulska masa: 244,29 
 Izkoristek: 30,3 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,88 
 





POSTOPEK: 1,358 g (5,55 mmol) spojine A smo raztopili v 25 ml EtOH, dodali 3,5 ml 2M 
NaOH in reakcijsko zmes mešali na sobni temperaturi. Čez pol ure smo preverili potek 
reakcije s TLC in ugotovili, da je hidroliza potekla le delno, zato smo reakcijsko zmes segreli 
na 45 ºC in še naprej spremljali potek reakcije s TLC. Ko izhodna spojina A ni bila več 
prisotna, smo pod znižanim tlakom uparili EtOH. V bučko smo dodali 15 ml vode in nato 
po kapljicah 1 M HCl do pH 3. Nastala je bela oborina, ki smo jo filtrirali s presesavanjem. 
Izolirali smo 1,124 g (4,88 mmol) produkta B v obliki belega prahu. 
 
SPOJINA B 
 Molekulska masa: 230,27 
 Izkoristek: 87,9 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0 
 
4.2 Sinteza metil 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-metil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata (7)  
Sinteza N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)acetamida (1) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 3,468 g N-(2-Aminoetil)acetamida (33,95 mmol) smo raztopili v vodi. Med 
mešanjem smo dodali 2,71 g NaOAc (33,05 mmol) in CH3COOH (16,5 ml). Reakcijsko 
zmes smo segrevali na oljni kopeli na 75 ºC in po 10 minutah smo dodali 4,67 ml 2,5-
dimetoksitetrahidrofurana (33,95 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 2,5 h na 75 ºC, nato 
pa pod znižanim tlakom uparili topilo. Produkt smo čistili z mobilno fazo: DKM/MeOH = 
9/1 in izolirali 4,924 g (32,35 mmol) spojine 1 v obliki črno rjave viskozne tekočine. 
 
SPOJINA 1  
 Molekulska masa: 152,20 
 Izkoristek: 95,3 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,54 
 MS (ESI): m/z =153,10 g/mol (M+H)+ 
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 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 6.65 (t, 2H, J = 2.1 Hz, 2× CH), 6.17 (t, 
2H, J = 2.1 Hz, 2× CH), 5.75 (s, 1H, NH), 4.05 – 3.98 (m, 2H, CH2), 3.55 (q, 2H, J 
= 6.0 Hz, CH2), 1.97 (s, 3H, CH3) 
 
Sinteza 1-metil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazina (2) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 4,924 g spojine 1 (32,35 mmol) smo na ledeni kopeli po kapljicah dodali 27,62 
ml POCl3 ter reakcijsko zmes segrevali na oljni kopeli na 107 ºC. Po eni uri segrevanja smo 
pod znižanim tlakom uparili POCl3. Zaostanku smo dodali 20 ml 10 % raztopine NaOH in 
30 ml dietiletra. Vodni fazi smo preverili pH, ki je bil nad 14. Vodno fazo smo še dvakrat 
sprali z 20 ml dietiletra in združili organske faze. Združenim organskim fazam smo dodali 
Na2SO4 in dietileter uparili pod znižanim tlakom. Izolirali smo 2,864 g (21,34 mmol) 
produkta 2 v obliki črno rjave viskozne tekočine, ki smo jo brez dodatnega čiščenja uporabili 
v naslednji stopnji. 
 
SPOJINA 2 
 Molekulska masa: 134,18 
 Izkoristek: 66,0 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,46 
 MS (ESI): m/z = 135,09 g/mol (M+H)+ 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 6.73 (dd, 1H, J1 = 2.6, J2 = 1.5 Hz, CH), 
6.48 (dd, 1H, J1 = 3.8, J2 = 1.5 Hz, CH), 6.20 (dd, 1H, J1 = 3.8, J2 = 1.5 Hz, CH), 








Sinteza 1-metil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina (3) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 115 mg (0,86 mmol) spojine 2 smo raztopili v 5 ml absolutnega EtOH ter 
ohladili na ledeni kopeli. Ob mešanju smo dodali 32,68 mg NaBH4 (0,86 mmol, 1 ekv.) in 
po 5 minutah preverili potek reakcije s TLC. Ker je bila izhodna spojina še vedno prisotna, 
smo dodali še 32,68 mg NaBH4 (1 ekv.). Po končani reakciji smo k reakcijski zmesi po 
kapljicah dodali konc. HCl do pH 2 in pod znižanim tlakom uparili EtOH. Nato smo 
reakcijski zmesi dodali 20 ml nasičene raztopine NaHCO3 in produkt ekstrahirali s 4 × 20 
ml etilacetata. Združene organske faze smo sprali z 20 ml nasičene raztopine NaCl in sušili 
z Na2SO4. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in izolirali 80 mg (0,59 mmol) produkta 
3.  
Postopek smo ponovili še na preostalih 1,725 g (12,85 mmol) spojine in skupaj dobili 
1,056 mg (7,75 mmol) produkta 3. 
 
SPOJINA 3 
 Molekulska masa: 136,20 
 Izkoristek: 56,5 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,57 
 MS (ESI): m/z = 233,09 g/mol (M+H)+ 
 
Sinteza 2,2,2-trifluoro-1-(1-metil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazin-2(1H)-il)etan-1-ona (4) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 199 mg spojine 3 (1,46 mmol) smo raztopili v 10 ml DKM ter ohladili na 
ledeni kopeli. K reakcijski zmesi smo med mešanjem dodali 0,31 ml Et3N (1,5 ekv.) in nato 
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po kapljicah 0,25 ml TFAA (1,2 ekv.). Po 15 minutah, glede na TLC analizo, izhodna spojina 
ni bila več prisotna. Reakcijsko zmes smo sprali z 10 ml nasičene raztopine NaHCO3, 20 ml 
1M HCl in z 20 ml nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4 in pod 
znižanim tlakom uparili topilo.  
Postopek smo ponovili še z ostalimi 517 mg (3,80 mmol) spojine 3. Izolirali smo 622 mg 
(2,68 mmol) produkta 4. 
 
SPOJINA 4 
 Molekulska masa: 232,21 
 Izkoristek: 50,9 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,87 
 MS (ESI): ni signala 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 6.56 (dd, 1H, J1 = 2.7, J2 = 1.6 Hz, CH), 
6.23 – 6.15 (m, 1H, CH), 6.00 – 5.91 (m, 1H, CH), 4.18 – 4.09 (m, 1H, CH), 4.14 – 






POSTOPEK: 572 mg spojine 4 (2,46 mmol) smo raztopili v 10 ml DKM ter med mešanjem 
na ledeni kopeli dodali najprej 0,69 ml Et3N (2 ekv.) in nato 0,41 ml trikloroacetilklorida 
(1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na sobni temperaturi. Ker glede na TLC 
analizo reakcija ni potekla do konca, smo dodali še 0,69 ml Et3N (2 ekv.) in 0,55 ml 
trikloroacetilklorida (2 ekv.). Po končani reakciji smo reakcijsko zmes prenesli v lij ločnik, 
dodali 20 ml DKM in organsko fazo spirali z 20 ml 1 M HCl, 20 ml nasičene raztopine 
NaHCO3 in še 20 ml nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4 in 
uparili topilo pod znižanim tlakom. Izolirali smo 942 mg (2,49 mmol) spojine 5, v obliki 





 Molekulska masa: 377,57 
 Izkoristek: 101,6 % 
 Rf (EtOAc/Hex = 1/6): 0,4 
 
Sinteza metil 1-metil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata (6) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 0,942 g spojine 5 (2,49 mmol) smo raztopili v 20 ml MeOH in dodali 0,704 
ml NaOMe (5 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali 1 uro na 75 ºC. Po končani reakciji smo 
pod znižanim tlakom uparili MeOH. Zaostanku smo dodali 30 ml etilacetata in prenesli v lij 
ločnik. Organsko fazo smo spirali s 30 ml nasičene raztopine NaHCO3 in 30 ml nasičene 
raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in pod znižanim tlakom uparili topilo. 
Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 20/1). Izolirali 
smo 208 mg (1,07 mmol) zlato rjavega prahu – produkt 6. 
 
SPOJINA 6 
 Molekulska masa: 194,23 
 Izkoristek: 43,0 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,44 
 Ttal: 61 ºC 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.93 (d, 1H, J = 4.0 Hz, Ar - H), 5.93 (d, 1H, J = 
4.0 Hz, Ar - H), 4.58 – 4.48 (m, 1H, CHab), 4.12 – 4.01 (m, 2H, CH in CHab), 3.79 
(s, 3H, CH3), 3.39 (ddd, 1H, J1 = 13.3, J2 = 5.0, J3 = 2.2 Hz, CHab), 3.22 – 3.10 (m, 










POSTOPEK: 300 mg spojine B (1,30 mmol) smo raztopili v 25 ml DKM in dodali kapljico 
DMF ter ohladili na ledu. Ob mešanju na ledeni kopeli smo dodali 0,145 ml oksalilklorida 
(1,3 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali 5 minut na ledeni kopeli, nato 5 minut na sobni 
temperaturi in še 20 minut segrevali na oljni kopeli na 50 ºC. Pod znižanim tlakom smo nato 
uparili topilo.  
180 mg spojine 6 (0,93 mmol) smo raztopili v 25 ml DKM in na ledeni kopeli dodali 0,390 
ml Et3N (3 ekv.). Tako pripravljeno raztopino smo dodali h kislinskemu kloridu.  
Ker je tankoplastna kromatografija pokazala prisotnost izhodne spojine, smo po opisanem 
postopku pripravili kislinski klorid še iz 180 mg spojine B in ga raztopljenega v 5 ml DKM 
dodali k reakcijski zmesi. 
Po koncu reakcije smo prenesli reakcijsko zmes v lij ločnik, dodali 15 ml DKM ter organsko 
fazo spirali z 20 ml 1 M HCl, 20 ml nasičene raztopine NaHCO3 in 20 ml nasičene raztopine 
NaCl. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in pod znižanim tlakom uparili topilo. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo: DKM/MeOH = 50/1. Izolirali 
smo 270 mg produkta 7 (0,664 mmol) v obliki belo rumenega prahu. 
 
SPOJINA 7 
 Molekulska masa: 406,49 
 Izkoristek: 71,4 % 
 Rf (DKM/MeOH= 9/1): 0,84 
 Ttal: 52,4 ºC 
 HRMS: izračunano za C23H27O3N4 (M+H)+ m/z = 407,2076, izmerjena vrednost: 
407,2078 g/mol 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.44 – 7.31 (m, 2H, 2× Ar - H), 7.15 – 7.06 (m, 
2H, 2× Ar - H), 6.95 (d, 1H, J = 4.1 Hz, CH), 5.96 (bs, 1H, CH), 5.81 (s, 1H, CH), 
5.26 (s, 2H, CH2), 4.72 (d, 1H, J = 13.7 Hz, CH), 4.20 – 3.80 (m , 2H, CH2), 3.80 
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(s, 3H, CH3), 3.57 – 3.31 (m, 2H, CH2), 2.26 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 1.53 
(d, 3H, J = 6.1 Hz, CH3) 
 
4.3 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-metil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilne kisline (8) 
REAKCIJA
 
POSTOPEK: 192 mg spojine 7 (0,47 mmol) smo raztopili v 5 ml MeOH in dodali 2,5 ml 1 
M NaOH. Reakcijsko zmes smo mešali na sobni temperaturi. S TLC smo preverili potek 
reakcije in ugotovili, da je prisotne še veliko izhodne spojine. Reakcijsko zmes smo nato 
segrevali na 50 ºC. Po koncu reakcije smo pod znižanim tlakom uparili MeOH. Dodali smo 
30 ml etilacetata in prenesli v lij ločnik. Etilacetat smo spirali z 30 ml 1 M HCl, 30 ml 
nasičene raztopine NaCl in ga sušili nad Na2SO4. Ker je bilo prisotne še nekaj spojine 7, smo 
dodali dietileter in spirali z raztopino NaOH (2 ekv.). Vodni fazi smo dodali 20 ml 1 M HCl 
in spirali s 30 ml etilacetata. Etilacetat smo spirali s 30 ml nasičene raztopine NaCl ter sušili 
nad Na2SO4. Nato smo pod znižanim tlakom uparili topilo. Dobili smo 98 mg (0,25 mmol) 
spojine 8 kot zlato rjav prah. 
 
SPOJINA 8 
 Molekulska masa: 392,46 
 Izkoristek: 53,2 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,46 
 Ttal: 90,5 ºC 
 HRMS: izračunano za C22H23O3N4 (M+H)+ m/z = 391,1781, izmerjena vrednost: 
391,1776 g/mol 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.41 – 7.32 (m, 2H, 2× Ar - H), 7.12 (d, 2H, J = 
8.1 Hz, 2× Ar - H), 7.09 – 7.01 (m, 1H, CH), 5.99 (s, 1H, CH), 5.89 (s, 1H, CH), 
5.29 (d, 2H, J = 3.8 Hz, CH2), 4.70 (d, 1H, J = 13.7 Hz, CH), 4.32 – 3.87 (m, 2H, 
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CH2), 3.87 – 3.06 (m, 2H, CH2), 2.27 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 1.54 (d, 3H, 




Sinteza N-(2-kloroetil)benzamida (9) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: V bučko smo natehtali 2,49 g 2-kloroetilenaminijevega klorida (21,47 mmol) 
in ga suspendirali v 40 ml DKM. Raztopini smo dodali 8,97 ml Et3N (3 ekv.) in mešali 0,5 
h na sobni temperaturi. Ohlajeni raztopini smo med mešanjem in po kapljicah na ledeni 
kopeli dodali 3,02 g benzoil klorida (21,47 mmol). Po eni uri je nastala črno rjava zmes in s 
TLC smo preverili potek reakcije. Ker je nastal želen produkt, smo začeli s postopkom 
čiščenja. V bučko smo dodali 30 ml 1 M HCl in prenesli v lij ločnik. Fazi smo ločili in 
organsko fazo spirali s 30 ml nasičene raztopine NaHCO3 in še s 30 ml nasičene raztopine 
NaCl. Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo uparili topilo in 
dobili zlato rjav produkt 9 (m = 3,53 g). 
 
SPOJINA 9  
 Molekulska masa: 183,64 
 Izkoristek: 89,5 %  
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,69  
 MS (ESI): m/z = 184,05 g/mol (M+H)+ 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.83 – 7.76 (m, 2H, 2× Ar - H), 7.57 – 7.49 (m, 
1H, Ar - H), 7.49 – 7.41 (m, 2H, 2× Ar - H), 6.60 (s, 1H, NH), 3.82 (tdd, 2H, J1 = 






Sinteza N-(2-azidoetil)benzamida (10) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 3,53 g spojine 9 (19,21 mmol) smo raztopili v 30 ml DMF, dodali 4,99 g NaN3 
(4 ekv.) in 1,44 g NaI (0,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo segrevali na 60 ºC tri dni. Nato smo 
pod znižanim tlakom uparili DMF. Zaostanek smo suspendirali v etilacetatu in suspenzijo 
spirali z vodo (3 × 20 ml), nato še z 20 ml nasičene raztopine NaCl in organsko fazo sušili 
nad Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo uparili topilo in dobili 2,22 g (11,67 mmol) produkta 
10 v obliki rjave viskozne tekočine. 
 
SPOJINA 10  
 Molekulska masa: 190,21 
 Izkoristek: 60,7 %  
 Rf (DKM/MeOH=9/1): 0,69 
 MS (ESI): m/z = 191,09 g/mol (M+H)+ 
 1H NMR (400 MHz, DMSO): δ = 8.72 (bs, 1H, NH), 7.92 – 7.82 (m, 2H, 2×Ar-H), 
7.58 – 7.45 (m, 3H, 3×Ar-H), 3.48 (m, 4H, 2 × CH2) 
 
Sinteza N-(2-aminoetil)benzamida (11) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 2,22 mg spojine 10 (11,67 mmol) smo raztopili v 40 ml MeOH. Raztopino 
smo prepihali z argonom in nato dodali 237 mg Pd/C. Raztopino smo nato prepihali še z 
vodikom in v vodikovi atmosferi pustili mešati čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan 
smo raztopino ponovno prepihali z argonom, filtrirali in matičnici pod znižanim tlakom 




SPOJINA 11  
 Molekulska masa: 164,21 
 Izkoristek: 92,5 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0  
 
Sinteza N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)benzamida (12)  
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: 1,775 g spojine 11 (10,81 mmol) smo raztopili v 21 ml vode in med mešanjem 
pri sobni temperaturi dodali 0,859 g NaOAc (10,5 mmol). Reakcijsko zmes smo segreli na 
75 ºC ter dodali 5,24 ml CH3COOH in po 10 minutah še 1,39 ml 2,5-
dimetoksitetrahidrofurana (10,81 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 3,5 h na 75 ºC. Ko se 
je reakcijska zmes ohladila, smo jo prenesli v lij ločnik in dodali 20 ml etilacetata. Etilacetat 
smo spirali z 20 ml nasičene raztopine NaHCO3, nato z 20 ml nasičene raztopine NaCl ter 
na koncu organsko fazo sušili nad Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo uparili etilacetat.  
Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo: EtOAc/Hex = 1/2. 
Izolirali smo 205 mg (0,96 mmol) produkta 12 v obliki svetlo rjavega prahu. 
 
SPOJINA 12  
 Molekulska masa: 214,27 
 Izkoristek: 8,9 % 
 Rf (EtOAc/Hex = 2/1): 0,23  
 Ttal: 88,5 ºC 
 1H NMR (400 MHz, DMSO): δ = 8.58 (t, 1H, J = 5.6 Hz, NH), 7.84 – 7.77 (m, 2H, 
2× Ar - H), 7.55 – 7.42 (m, 3H, 3× Ar - H), 6.74 (t, 2H, J = 2.1 Hz, 2 × CH), 5.98 







Sinteza 1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazina (13) 
REAKCIJA 
 
POSTOPEK: Na ledu smo ob mešanju 0,205 g spojine 12 (0,96 mmol) po kapljicah dodali 
4 ml POCl3. Reakcijsko zmes smo segreli na 107 ºC in pustili mešati 1 uro. Nato smo jo 
ohladili in pod znižanim tlakom uparili kislino. Zaostanek smo suspendirali v 20 ml 
etilacetata in prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo sprali z 20 ml nasičene raztopine 
NaHCO3, sušili nad Na2SO4 in pod znižanim tlakom uparili topilo. Masa rjavega viskoznega 
produkta 13 je bila 171 mg (0,87 mmol). 
 
SPOJINA 13  
 Molekulska masa: 196,25 
 Izkoristek: 90,8 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,35  
 MS (ESI): m/z = 197,10 g/mol (M+H)+ 
 1H NMR (400 MHz, DMSO): δ = 7.82 – 7.35 (m, 5H, 5× Ar - H), 7.14 (dd, 1H, J1 
= 2.5, J2 = 1.4 Hz, CH), 6.37 (dd, 1H, J1 = 3.8, J2 = 5 Hz, CH), 6.22 (dd, 1H, J1 = 
3.8, J2 = 2.5 Hz, CH), 4.06 (dd, 2H, J1 = 7.0 J2 = 5.9 Hz, CH2), 3.90 (dd, 2H, J1 = 
7.0, J2 = 5.8 Hz, CH2) 
 






POSTOPEK: 140 mg spojine 13 (0,71 mmol) smo raztopili v 15 ml EtOH in med mešanjem 
na ledeni kopeli dodali 26,98 mg NaBH4 (1 ekv.). S TLC smo preverili potek reakcije in ker 
je bilo prisotne še veliko izhodne spojine, smo dodali še 54 mg NaBH4 (2 ekv.).  
Produktu smo dodali nekaj kapljic HCl in pod znižanim tlakom uparili EtOH. V bučko smo 
dodali 20 ml etilacetata in suspenzijo prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo spirali z 20 
ml nasičene raztopine NaHCO3 in nato še z 20 ml nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo 
smo sušili nad Na2SO4 in pod znižanim tlakom uparili topilo. Dobili smo 94 mg (0,47 mmol) 
rjavega viskoznega produkta 14. 
 
SPOJINA 14  
 Molekulska masa: 198,27 
 Izkoristek: 66,8 % 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,78  
 MS (ESI): m/z = 199,12 g/mol (M+H )+ 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.56 – 7.21 (m, 5H, 5× Ar - H), 6.60 (ddd, 1H, J1 
= 2.6, J2 = 1.7, J3 = 0.6 Hz, CH), 6.11 (dd, 1H, J1 = 3.5, J2 = 2.7 Hz, CH), 5.55 (dt, 
1H, J1 = 3.5, J2 = 1.4 Hz, CH), 5.09 (s, 1H, CH), 4.14 – 4.00 (m, 2H, CH2), 3.41 – 






POSTOPEK: 134 mg spojine B (0,58 mmol) smo raztopili v 8 ml DKM, dodali kapljico 
DMF, ohladili na ledeni kopeli in dodali 0,065 ml oksalilklorida (0,76 mmol). Reakcijsko 
zmes smo mešali na ledeni kopeli 5 minut, nato 5 minut na sobni temperaturi in še 15 minut 
segrevali na 50 ºC. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in tako dobili kislinski klorid.  
88 mg spojine 14 (0,45 mmol) smo raztopili v 10 ml DKM in dodali 0,20 ml Et3N. To 
raztopino smo na ledeni kopeli zlili v prej pripravljen kislinski klorid spojine B. Po 5 minutah 
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smo preverili potek reakcije s TLC. Raztopino smo prenesli v lij ločnik in spirali z 1 M HCl, 
nato še z nasičeno raztopino NaCl in organsko fazo sušili nad Na2SO4. Pod znižanim tlakom 
smo uparili topilo. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo: 
EtOAc/Hex = 1/1. Dobili smo 72 mg (0,18 mmol) produkta 15 v obliki rjave viskozne 
tekočine.  
 
SPOJINA 15  
 Molekulska masa: 410,52 
 Izkoristek: 40,0 % 
 Rf (EtOAc/Hex = 2/1): 0,32  
 HRMS: izračunano za C26H27ON4 (M+H)+ m/z = 411,2179, izmerjena vrednost: 
411,2179 g/mol 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.58 – 6.95 (m, 9H, 9×Ar - H), 6.68 (dd, 1H, J1 = 
2.8, J2 = 1.6 Hz, Ar - H), 6.27 (s, 1H, Ar - H), 6.16 (bs, 1H, CH), 6.02 (s, 1H, Ar - 
H), 5.89 (s, 1H, Ar - H), 5.26 (s, 2H, CH2), 4.30 – 3.25 (m, 4H, 2×CH2), 2.24 (d, 






POSTOPEK: 233 mg spojine B (1,01 mmol) smo raztopili v 5 ml DKM, dodali kapljico 
DMF, ohladili na ledeni kopeli in dodali 0,112 ml oksalilklorida (1,31 mmol). Reakcijsko 
zmes smo mešali na ledeni kopeli 5 minut, nato 5 minut na sobni temperaturi in še 15 minut 
segrevali na 50 ºC. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in tako dobili kislinski klorid.  
111 mg spojine 3 (0,82 mmol) smo raztopili v 5 ml DKM in dodali 0,34 ml Et3N. To 
raztopino smo na ledeni kopeli zlili v prej pripravljen kislinski klorid spojine B. Po 5 minutah 
smo preverili potek reakcije s tankoplastno kromatografijo. Raztopino smo prenesli v lij 
ločnik in spirali z 1 M HCl, nato še z nasičeno raztopino NaCl in organsko fazo sušili nad 
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Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo uparili topilo. Surov produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z mobilno fazo: EtOAc/Hex = 2/1. Izolirali smo 20 mg (0,057 mmol) 
produkta 16 v obliki rjavo oranžnega prahu. 
 
SPOJINA 16  
 Molekulska masa: 348,45 
 Izkoristek: 68,0 % 
 Rf (EtOAc/Hex = 2/1): 0,19  
 Ttal: 69 ºC 
 HRMS: izračunano za C21H25ON4 (M+H)+ m/z = 349,2024, izmerjena vrednost: 
349,2023 g/mol 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.39 – 7.32 (m, 2H, 2× Ar - H), 7.12 – 7.05 (m, 
2H, 2×Ar - H), 6.55 (dd, 1H, J1 = 2.7, J2 = 1.6 Hz, Ar - H), 6.22 – 6.16 (m, 1H, Ar - 
H), 5.98 – 5.89 (m, 1H, CH), 5.88 (d, 1H, J = 0.7 Hz, Ar - H), 5.25 (s, 2H, CH2), 
4.20 – 3.12 (m, 4H, 2×CH2), 2.26 (s, 3H, CH3), 2.17 (s, 3H, CH3), 1.58 – 1.39 (m, 
3H, CH3) 
 






POSTOPEK: 51,1 mg spojine 4 (0,22 mmol) smo raztopili v 20 ml ACN. Ob mešanju smo 
dodali 78,75 mg N-bromosukcinimida (0,44 mmol) in pustili na sobni temperaturi mešati 
čez noč. Naslednji dan smo s TLC preverili potek reakcije in dobili liso na isti višini kot pri 
spojini 4, vendar se je ta po oroševanju s fosfomolibdatom drugače obarvala, zato smo 
predvidevali, da je reakcija potekla. Analiza NMR ni potrdila strukture želenega produkta. 
SPOJINA 17 
 Rf (EtOAc/Hex = 2/1): 0,90 
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POSTOPEK: Reakcijski zmesi, v kateri naj bi bila tudi spojina 17, smo ponovno dodali 44,5 
mg N-bromosukcinimida in segrevali na 60 ºC preko noči. TLC je pokazal pojav številnih 
novih lis, zato se nismo odločili za izolacijo.  
 
SPOJINA 18 
 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,88 
 
4.7 Poskus sinteze N-(2-(1H-pirol-1-il)etil) benzamida (12) 
Sinteza terc-butil (2-benzamidoetil) karbamata (11.1) 
REAKCIJA 
 
                                                                                                11.1 
POSTOPEK: V bučko smo natehtali 3,1 g (N-boc)etan(1,2)-diamina (19,35 mmol), dodali 
20 ml DKM in nato še 3,21 ml Et3N (23,22 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali na ledeni 
kopeli in počasi dodali 2,59 g benzoilklorida (18,4 mmol). Pol ure pozneje smo naredili TLC. 
Ker smo ugotovili, da je verjetno še vedno prisoten izhodni benzoilklorid, smo dodali še 0,5 
ml (N-boc)etan(1,2)-diamina. Po 15 minutah smo surov produkt očistili z ekstrakcijo. Spirali 
smo z 0,1 M HCl (30 ml), nato z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 ml) in na koncu z nasičeno 
raztopino NaCl. Organski fazi, v kateri je tudi naš produkt 11.1, smo dodali Na2SO4 in nato 
pod znižanim tlakom uparili DKM. Ves produkt smo brez čiščenja uporabili v naslednji 






 Rf (DKM/MeOH = 9/1): 0,80 
 
Sinteza N-(2-aminoetil) benzamida (11) 
REAKCIJA 
 
           11.1                                                         11.2                                                     11 
POSTOPEK: Pripravili smo 100 ml 2 M HCl v brezvodnem metanolu in k tej raztopini 
dodali spojino 11.1. Glede na TLC analizo je reakcija do spojine 11.2 potekla po 30 min. 
Pod znižanim tlakom smo uparili topilo in dobili 4,175 g produkta 11.2. Sol smo raztopili v 
vodi in dodali 10 g NaHCO3 in DKM. Pričakovali smo, da bo produkt v obliki amina prešel 
v organsko fazo, torej v DKM. Vendar pa je TLC pokazal prisotnost amina v vodni fazi. 
Vodni fazi smo nato dodali veliko količino NaCl in 50 ml etilacetata in mešali eno uro. 
Vodno fazo smo nadalje ekstrahirali z etilacetatom (3 × 30 ml). Združene organske faze smo 
uparili pod znižanim tlakom in izolirali le 0,235 g produkta 11. Še vedno je večina produkta 
ostala v vodni fazi, zato smo pod znižanim tlakom uparili vodo. Suhemu produktu in soli 
smo dodali 100 ml MeOH in močno premešali. Suspenzijo smo prefiltrirali in matičnici pod 
znižanim tlakom uparili MeOH. Dobili smo 3,203 g oranžnega produkta 11. 
 
Sinteza N-(2-(1H-pirol-1-il)etil) benzamida (12) 
REAKCIJA 
 
                11                                                                                            12 
POSTOPEK: 2,56 g spojine 11 (15,5 mmol) smo raztopili v 48,8 ml vode. Med mešanjem 
smo dodali 2,00 g NaOAc (24,4 mmol) in nato še 12,2 ml CH3COOH. Reakcijsko zmes smo 
segreli na 75 ºC. Po 10 minutah smo dodali še 3,23 ml 2,5-dimetoksitetrahidrofurana (23,48 
mmol) in mešali še 2,5 h na 75 ºC . Ohlajeno reakcijsko zmes smo spirali z etilacetatom (2 
× 30 ml), nato pa združene organske faze sprali z NaHCO3 (30 ml) in nasičeno raztopino 
NaCl (30 ml) ter sušili z Na2SO4. TLC analiza organske faze ni pokazala želenega produkta.  
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4.8 Test čistosti z UHPLC 
Po končani sintezi smo preverili čistoto sintetiziranih končnih spojin tudi s kromatografijo, 
in sicer z UHPLC sistemom Dionex UltiMate 3000. Ker je ta metoda za oceno čistosti spojin 
industrijski standard, smo se zanjo odločili tudi mi. 
 
Priprava vzorcev: Na analitski tehtnici smo natehtali 0,85 mg spojine 7 in ji z avtomatsko 
pipeto dodali 0,85 ml ACN, dobili smo vzorec s koncentracijo 1 mg/ml. 100 µl tako 
pripravljenega vzorca smo odpipetirali v novo epico in dodali 700 µl ACN in 200 µl 
prečiščene vode. Dobili smo vzorec s koncentracijo 0,1 mg/ml in tega smo injicirali na 
kolono. Po enakem postopku smo pripravili vzorce s koncentracijo 0,1 mg/ml za spojine 8 
in 15.  
Spojini 16 nismo določevali čistosti s kromatografijo, ker smo imeli sintetizirano premajhno 
količino spojine ter smo jo raje porabili za druge analize in testiranje aktivnosti učinkovine 
na encimu. Glede na NMR analizo spojina ni kazala izrazitih nečistot.  
 
Tip kromatografije Reverzno fazna 
Kolona Luna 3u C8(2) 100A, velikost 150 × 4,60 
mm, 3micron 
Mobilna faza A: 0,1% CH3COOH 
B: ACN 
Pretok 1 ml/min 
Temperatura  50 ºC 
Volumen injiciranja 5 µl 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Odločili smo se za gradientno elucijo, kar pomeni, da smo mobilno fazo med kromatografsko 
ločbo spreminjali. Prvih 10 minut je bil delež B-ja 20 %, od 10. minute naprej je linearno 
naraščal in v 13. minuti dosegel delež 90 %, v naslednji minuti pa je ponovno padel na 20 
%. Za gradientno elucijo smo se odločili zato, da smo lahko uporabili isto metodo ločevanja 
za vse tri spojine.  
Čistoto smo določili glede na površino kromatografskega vrha, in sicer jo dobimo tako, da 
površino kromatografskega vrha naše spojine delimo z površinam kromatografskega vrha 
vseh nečistot in naše spojine (preglednica II). 
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% (x) = 
𝐴𝑈𝐶(𝑥)
𝐴𝑈𝐶(𝑥) + 𝐴𝑈𝐶(𝑛𝑒č𝑖𝑠𝑡𝑜𝑡𝑒)
× 100  
kjer AUC predstavlja površino kromatografskega vrha in x spojine 7, 8 in 15. 
Preglednica Ⅱ: Čistota končnih spojin določena s kromatografijo. 





Dobljeni rezultat ne predstavlja masnega ali množinskega deleža spojine v vzorcu, ker ne 
poznamo molarnih absorpcijskih koeficientov posameznih nečistot in naše spojine. Kljub 
temu je dober indikator čistote v kombinaciji z drugimi analitskimi metodami, ki smo jih 
uporabili (TLC analiza, NMR, MS). 
5 EKSPERIMENTALENO DELO - HPLC 
5.1 KIRALNA LOČBA IN ZBIRANJE ENANTIOMEROV SPOJINE M1155 
Priprava vzorca: Natehtali smo 5 mg spojine M1155, jo raztopili v 1 ml etanola in tako 
pripravili vzorec s koncentracijo 5 mg/ml.  
 
Pogoje za ločevanje enantiomerov so že predhodno optimizirali na Katedri za farmacevtsko 
kemijo na Fakulteti za farmacijo, zato smo po navodilih pripravili kolono, mobilno fazo in 
zagnali kromatografski sistem. Uporabljali smo HPLC sistem Agilent 1200 Series z UV/VIS 
detektorjem. 
 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 90 % 
B: metanol = 5 % 
C: etanol = 5 % 
Spojina M1155 
Volumen injiciranja 100 µl 
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Pretok 4 ml/min 
Temperatura Sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Ločitev enantiomerov ni bila popolna, saj ni popolne ločbe vrhov na bazni liniji, je bila pa 
to najboljša možna ločba glede na razpoložljiv material in opremo, upoštevajoč tudi čas 
ločbe. Pri kromatografiji si želimo, da je čas ločevanja čim krajši, hkrati pa čim večjo 
ločljivost med vrhovoma.  
 
Povečanje volumna injiciranja 
Preden smo začeli z zbiranjem posameznih frakcij, smo poskusili še z večjim volumnom 
injiciranja vzorca, in sicer smo ga nastavili na 250 µl, vse ostale parametre pa smo pustili 
enake. Z večjim volumnom injiciranja bi bilo potrebno manjše število ločb, saj bi pri 
posamezni ločbi dobili večjo količino eluiranega izomera. Vendar je bila ločba med 
enantiomeroma pri teh pogojih preslaba.  
 
Zato smo se odločili za injiciranje 100 µl vzorca. Kromatografski sistem ima možnost, da v 
viale v zbiralniku zbira posamezne eluirane frakcije. Na kromatogramu je za vsako ločbo 
posebej izpisano, v kateri viali se nahaja komponenta z določenim retencijskim časom (slika 
11).  
HPLC je avtomatiziran, poskrbeli smo, da je bilo na voljo dovolj vzorca in mobilne faze. 
Izvedli smo 22 ločb in na koncu enake komponente, torej tiste z enakim retencijskim časom 
zbrali skupaj v bučko in pod znižanim tlakom uparili topilo. Dobili smo 5,5 mg enantiomera, 
ki se eluira prvi – F1 in 5,5 mg enantiomera, ki se eluira drugi – F2. 
  
Slika 11: Kromatogram, ki prikazuje zbiranje posameznih frakcij spojine M1155. 
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Prvi enantiomer se je eluiral po 24,150 minutah, drugi pa po 25,474 minutah. Predvidevali 
smo, da prva vrhova z retencijskim časom 3,187 in 3,312 minute na kromatogramu 
predstavljata topilo. To smo pozneje tudi potrdili, ko smo namesto vzorca injicirali samo 
topilo (slika 15). Ostali manjši vrhovi predstavljajo nečistote.  
 
Ko smo zbrali zadostno maso posameznih enantiomerov, smo izvedli še analizo ločenih 
enantiomerov. 
Priprava vzorca: 5,5 mg M1155-F1 smo raztopili v 1,1 ml etanola in dobili vzorec s 
koncentracijo 5 mg/ml. Z avtomatsko pipeto smo odmerili 100 µl vzorca, ga presneli v novo 
epico in dodali 2,4 ml etanola. Tako smo dobili vzorec M1155-F1 s koncentracijo 0,2 mg/ml. 
Postopek smo ponovili za M1155-F2. Pripravili smo tudi spojino M1155 racemat s 
koncentracijo 0,2 mg/ml. 
Posneli smo kromatogram za spojino M1155 racemat (slika 12), M1155-F1 (slika 13), 
M1155-F2 (slika 14) in tudi kromatogram topila kot slep vzorec (slika 15). 
 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 90 % 
B: metanol = 5 % 
C: etanol = 5 % 




Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 






Slika 12: Kromatogram spojine M1155-racemat. 
Vrh Retencijski 
čas (min) 






1 24,430 0,6424 1525,28809 28,96377 36,6121 




Slika 13: Kromatogram spojine M1155-F1. 
Vrh Retencijski 
čas (min) 






1 24,289 0,7597 2820,05371 51,75543 74,6126 



















Slika 15: Kromatogram topila-slepa. 
 
5.2 KIRALNA LOČBA IN ZBIRANJE ENANTIOMEROV SPOJINE LR114P 
Priprava vzorca: Natehtali smo 8,17 mg spojine LR114P in jo raztopili v 1,634 ml ACN, 
da smo dobili koncentracijo vzorca 1 mg/ml. 
Pričeli smo z razvojem metode in optimizacijo pogojev ločevanja.  
 
Spreminjanje sestave mobilne faze 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 85 % 
B: etanol = 15 % 
Spojina LR114P 
Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Pri izbrani mobilni fazi heksan/etanol = 85/15 je pri kromatografiji sicer prišlo do ločbe 
enantiomerov, vendar sta se le-ta eluirala pozno, z retencijskim časom večjim od 30 minut, 
okoli 40 in 45 minut. 
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Ker smo želeli hitrejšo ločbo, smo spremenili mobilno fazo in ponovno posneli 
kromatogram.  
 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 80 % 
B: etanol = 15 % 
C: metanol = 5 % 
Spojina LR114P 
Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Z dodatkom metanola v mobilno fazo smo dosegli hitrejšo elucijo izomer iz kolone. Vrhova 
sta bila še vedno lepo ločena. Retencijski čas enantiomera, ki se je eluiral prvi, je bil 28,828 
minute, enantiomera, ki se je eluiral drugi, pa 34,529. Z nadaljnjo optimizacijo pogojev 
ločevanja smo preverili, ali je možno retencijski čas izomer še skrajšati. 
 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 75 % 
B: etanol = 20 % 
C: metanol = 5 % 
Spojina LR114P 
Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 




Retencijski čas enantiomera, ki se je eluiral prvi, je bil 22,599 minut, retencijski čas 
drugega pa 27,173 minut. Vrhova izomer sta bila ločena na bazni liniji.  
 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 70 % 
B: etanol = 30 % 
Spojina LR114P 
Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Pri izbrani mobilni fazi je bil retencijski čas enantiomera, ki se je eluiral prvi, 19,208 minut 
in enantiomera, ki se je eluiral drugi, 23,785 minut. Vrhova sta bila ločena na bazni liniji.  
Ustrezni mobilni fazi za ločevanje in zbiranje enantiomerov spojine LR114P sta bili glede 
na lepo ločene vrhove in primeren retencijski čas heksan/etanol/metanol = 75/20/5 in 
heksan/etanol = 70/30.  
Za zbiranje enantiomerov smo se odločili za mobilno fazo heksan/etanol = 70/30, saj je bil 
retencijski čas pri tej mobilni fazi nekoliko krajši. Poleg tega pa smo porabili veliko količino 
mobilne faze, ki smo jo na koncu lahko reciklirali. 
 
Povečanje volumna injiciranja  
Z namenom manjšega števila kromatografskih ločb smo poskušali z injiciranjem 100 µl 
vzorca. 
Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 70 % 




Volumen injiciranja 100 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Enantiomera sta se še vedno ustrezno ločila, zato smo se odločili za zbiranje frakcij pri teh 
pogojih. Retencijski čas prvega eluiranega enantiomera spojine LR114P je bil 18,500 minut, 
drugega eluiranega enantiomera spojine LR114P pa 22,564 minut. Prvi vrhovi na 
kromatogramu so predstavljali topilo, ostali manjši vrhovi pa nečistote (slika 16). Izvedli 
smo 10 ločb, v bučko zbrali eluirane komponente z istim retencijskim časom in pod znižanim 
tlakom uparili topilo. Dobili smo 2,5 mg vsakega enantiomera.  
 
 
Slika 16: Kromatogram spojine LR114P. 
Tudi pri spojini LR114P smo izvedli analizo ločenih enantiomerov.  
Pripravili smo vzorce s koncentracijo 0,5 mg/ml in posneli kromatogram spojine LR114P 
racemat (slika 17), LR114P-F1 (slika 18), LR114P-F2 (slika 19) in kromatogram topila kot 




Tip kromatografije Normalno fazna 
Kolona Kromasil 5-CelluCoat, dimenzije 10 × 
250mm, 5µm delci 
Mobilna faza A: heksan = 70 % 
B: etanol = 30 % 




Volumen injiciranja 50 µl 
Pretok 4 ml/min 
Temperatura sobna 
Detekcija Spektrofotometrična pri λ = 254 nm 
 
Slika 17: Kromatogram spojine LR114P-racemat. 
Vrh Retencijski 
čas (min) 






1 18,417 0,8152 15505 316,99747 49,7896 










Slika 19: Kromatogram spojine LR114P-F2. 
Vrh Retencijski 
čas (min) 






1 18,609 0,8156 61,88289 1,26451 0,9710 
2 22,664 0,9830 6311,07813 107,00359 99,0290 
 
 
Slika 20: Kromatogram topila-slepa. 
Vrh Retencijski 
čas (min) 






1 18,499 0,8259 9432,73633 190,34959 95,4177 




6.1 NAČRTOVANJE SINTEZE 
Pri sintezi smo izhajali iz spojine Ⅰ, ki je dober zaviralec InhA, in so jo pridobili z rešetanjem 
visoke zmogljivosti pri podjetju GlaxoSmithKline.  
 
                                             Ⅰ 
Pajk et al. so poskušali s strukturnimi spremembami obroča A, C in D. Prišli so do 
ugotovitve, da z zamenjavo obroča A in odsotnostjo ali zamenjavo metilenske skupine med 
A in B obročem izgubimo antimikobakterijsko aktivnost. Levega dela molekule zato pri 
sintezi nismo spreminjali. Nasprotno pa so dodatni substituenti na fenilnem obroču D ali 
zamenjava obroča C s fenilnim obročem izkazovali dobro zaviranje InhA. Iz tega so sklepali, 
da lahko z nadaljnjo optimizacijo desnega dela molekule pridemo do boljših zaviralcev 
encima InhA. V magistrski nalogi smo namesto obročev C in D ter tetrahidropirana uvedli 
rigidnejše strukture, za katere so in silico metode napovedale ugodne interakcije z aktivnim 
mestom encima InhA. Z uvajanjem različnih substituentov smo raziskovali kemijski prostor 
in tako prišli do štirih potencialnih ZU za zdravljenje tuberkuloze, ki smo jih tudi 
sintetizirali.  
Za lažje razumevanje interakcij so Pajk et al. predstavili kristalno strukturo InhA in vezane 
spojine Ⅰ v prisotnosti kofaktorja NAD (slika 21). Spojina Ⅰ v vezavnem mestu zavzame 




Slika 21: Kristalna struktura InhA in vezana 
spojna Ⅰ (privzeto po (37)). 
Pirazol (obroč A) se obrača proti 
piridinskemu delu NAD, dušik v pirazolu na 
mestu 2 tvori vodikovo vez z 2`-hidroksilno 
skupino NAD. Metilenska skupina med 
obročema A in B predstavlja zanko, ki je 
nujna za zagotavljanje komplementarne 
oblike zaviralca z vezavnim mestom, torej za 
ustrezno prileganje desnega dela molekule v 
vezavno mesto. Ključni sta tudi vodikovi vezi 
med karbonilno skupino amida spojine in vijačnico heliks α6 ter vodikova vez med amidnim 
dušikom in karbonilno skupino metionina na mestu 98. Tetrahidropiranski obroč je obrnjen 
ven iz vezavnega mesta. Desni del spojine (obroča C in D) se umešča v hidrofobni žep 
proteina in nima specifičnih interakcij z vezavnim mestom. Tetrahidropiranski obroč in 
obroča C in D ne tvorita z vezavnim delom nobenih specifičnih interakcij, zato smo 
predvidevali, da z optimizacijo tega dela spojine, tj. predvsem z rigidizacijo in izbiro 
ustreznih lipofilnih fragmentov, lahko dosežemo višjo vezavno energijo (37). 
 
6.2 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
Sinteza spojine B 
Spojino A smo pripravili tako, da smo 3,5-dimetil-1-H-pirazolu odcepili proton z močno 
bazo (NaH), nato pa je sledil dodatek elektrofila - metil 4 - (bromometil)benzoata. Imeli smo 
slab izkoristek, in sicer 30,3 %. Reakcijo smo izvedli v brezvodnem DMF, ki je higroskopen, 
kar lahko zmanjša izkoristke. Poleg tega je zagotovo prišlo do nastanka stranskih produktov, 
ker se je reakcijska zmes obarvala črno. Sledila je bazična hidroliza estra z NaOH, vendar 
smo za boljši izkoristek morali reakcijsko zmes pogreti na 45 ºC. Spremljali smo potek 
reakcije, dokler ni bila porabljena vsa izhodna spojina. Sintetizirali smo 4-((3,5-dimetil-1H-
pirazol-1-il)metil) benzojsko kislino (B), ki predstavlja del molekule vseh naših končnih 
spojin.  
Sinteza spojine 6  
V prvi stopnji smo iz N-(2-aminoetil)acetamida in dimetoksitetrahidrofurana sintetizirali N-
(2-(1H-pirol-1-il)etil)acetamid (1). Gre za Paal-Knorrovo sintezo pirola, pri kateri iz 
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primarnega amina in diketona oz. diacetala nastane pirol (slika 22). Ocetna kislina sodeluje 




Slika 22: Mehanizem nastanka pirola po Paal-Knorru (prirejeno po (39)). 
 
 V drugi stopnji sledi ciklizacija spojine 1 do spojine 2 z POCl3, gre za RKC po Bischler-
Napieralskim. Zanjo je značilna intramolekularna elektrofilna aromatska substitucija, s 




Slika 23: Mehanizem reakcije po Bischler-Napieralskim (povzeto po (40)). 
V naslednji stopnji smo spojini 2 dodali hidridni reducent, NaBH4, in po redukciji izolirali 
spojino 3. Le-tej smo v naslednji stopnji zaščitili aminoskupino v obliki trifluoroacetamida 
z reagentom TFAA, pri čemer smo izolirali trifluoroacetamid 4.  
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Spojini 4 smo dodali 2,2,2-trikloroacetilklorid, tako smo na mesto 2 pirola uvedli 3,3,3-
trikloroacetilno skupino in dobili spojino 5. To smo nato ob dodatku NaOMe pretvorili v 
metilni ester in izolirali spojino 6. Hkrati smo v močno bazičnih pogojih odstranili 
trifluoroacetilno zaščitno skupino na aminu.  
 
Sinteza spojine 14 
2-kloroetilenaminijev klorid in benzoil klorid sta ob dodatku baze Et3N tvorila N-(2-
kloroetil)benzamid (9) po mehanizmu nukleofilne substitucije. V nadaljevanju smo klor 
substituirali z azidom, ki smo ga uvedli z NaN3 v DMF ob segrevanju in dobili spojino 10. 
Azid 10 smo pretvorili v aminoskupino s katalitskim hidrogeniranjem, pri čemer je Pd/C 
služil kot katalizator. Posebno pozornost smo posvetili odsotnosti kisika, saj bi v nasprotnem 
primeru lahko med paladijem in kisikom prišlo do vžiga. 
Spojino 11 smo sprva skušali sintetizirati po drugi sintezni poti. Najprej smo pripravili terc-
butil (2-benzamidoetil) karbamat iz (N-boc)etan(1,2)-diamina in benzoilklorida. RKC zmes 
smo prenesli v predhodno pripravljeno raztopino 2 M HCl v MeOH in odstranili Boc 
zaščitno skupino na aminu, pri čemer je nastala sol. Topilo smo uparili in dodali EtOAc ter 
nasičeno raztopino NaHCO3, ki je produkt pretvoril iz ionizirane v neioinizirano obliko. 
Pričakovali smo, da bo po ekstrakciji spojina 11 v organski fazi, vendar je TLC analiza 
pokazala prisotnost spojine 11 v vodni fazi, zato smo jo uparili in predvidevali, da smo dobili 
produkt 11. A v naslednji stopnji reakcije, po dodatku 2,5-dimetoksitetrahidrofurana, TLC 
analiza ni pokazala želenega produkta, ampak prisotnost številnih drugih spojin. Ker nam je 
zmanjkalo izhodnega (N-boc)etan(1,2)-diamina, smo opustili to sintezno pot.  
Spojina 12 je nastala ob dodatku diacetala, spojini 11 po zgoraj omenjenem postopku po 
Paal Knorru, spojina 13 pa iz spojine 12 po prej opisanem mehanizmu po Bischler-
Napieralskim. Po redukciji dvojne vezi v spojini 13 z NaBH4 smo sintetizirali spojino 14. 
 
Tvorba amidne vezi 
Med amini 3, 6 in 14 ter karboksilno kislino B smo tvorili amidno vez. Spojino B smo sprva 
z dodatkom oksalilklorida pretvorili v kislinski klorid. Reakcijskim zmesem smo vedno 
dodali še kapljico DMF, ki deluje kot katalizator. Druga možnost za tvorbo kislinskega 
klorida bi bil tionil klorid, a je reakcija z oksalilkloridom potekla dovolj dobro, zato nismo 




Slika 24: Mehanizem nastanka acil klorida (41). 
Kislinski klorid je v nadaljevanju, po mehanizmu nukleofilne substitucije, reagiral z 
aminom, do nastanka amida in naših končnih spojin 7, 15 in 16 (slika 25). V reakcijsko zmes 
smo dodali tudi bazo, Et3N, ki nevtralizira nastalo kislino in s tem onemogoči nastanek 
nereaktivne kloridne soli na aminu. 
 
 
Slika 25: Sinteza amidne vezi preko acil klorida (41). 
Največja slabost tvorbe amidne vezi preko kislinskih kloridov je nastajanje HCl med 
reakcijo. Nekateri substrati, npr. amini, zaščiteni z Boc, so občutljivi na kisle pogoje. Pri 
sintezi amidne vezi je uporaba kislinskih kloridov omejena zaradi nevarnosti hidrolize, 
racemizacije, cepitve zaščitnih skupin in drugih možnih stranskih reakcij (41).  
Druga sintezna možnost za tvorbo amidne vezi je sinteza s sklopitvenim reagentom. V prvi 
fazi pride do aktivacije karboksilne kisline, nato pa sledi nukleofilni napad amina na kislino. 
Pogosto uporabljeni sklopitveni reagenti so karbodiimidi, kamor uvrščamo DCC, EDC … 
Pogosta težava pri njihovi uporabi je nastanek stranskih produktov, ki jih med izolacijo težko 
odstranimo (npr. dicikloheksilsečnina, ki izhaja iz DCC) ali pa so ti celo toksični 
(tetrametilurea, ki izhaja iz TBTU). Temu smo se s sintezo amidne vezi preko kislinskega 
klorida uspešno izognili (41). 
 






Poskus sinteze spojine 18 
Spojini 4 smo dodali 2 ekvivalenta N-bromosukcinimida. Ko smo preverili potek reakcije s 
TLC, smo dobili liso na isti višini kot pri izhodni spojini 4, vendar se je po oroševanju z 
fosfomolibdensko kislino obarvala drugače. Predvidevali smo, da je nastala spojina 4.1 
oziroma zmes različno substituiranih dibromopirolov. 
 
4.1 
Dodali smo še en ekvivalent N-bromosukcinimida in segrevali. Predvidevali smo nastanek 




6.3 REZULTATI BIOLOŠKIH TESTIRANJ 
Vse sintetizirane končne spojine so na Fakulteti za farmacijo testirali na encimu InhA in jim 
določili IC50 (preglednica Ⅲ). IC50 nam pove, kolikšna koncentracija zaviralca je potrebna, 
da se hitrost reakcije, ki jo katalizira encim, zmanjša za 50 %. 
 
Preglednica III: Rezultati testiranj končnih spojin. 


















Iz rezultatov testiranj je razvidno, da je najboljši zaviralec encima InhA spojina 15. V 
pirazinu je na mestu 1 vezan fenilni obroč, ki se najverjetneje prilega v lipofilni vezavni žep 
aktivnega mesta encima InhA. Če fenilni obroč zamenjamo z manjšo metilno skupino, kot 
smo to storili pri spojini 16, se aktivnost zaviralca precej zmanjša. Še vedno prihaja do 
lipofilnih interakcij, vendar pa so te zaradi manjše velikosti metilne skupine v primerjavi s 
fenilno šibkejše. Spojini 7 in 8 imata prav tako na mestu 1 v pirazinu metilno skupino, se pa 
od spojine 16 razlikujeta po dodatnih elektron akceptorskih skupinah, vezanih na pirolov 
obroč. Verjetno te polarne skupine ne vplivajo bistveno na aktivnost, izkazalo pa se je, da so 
zelo pomembne za stabilnost spojin. S časoma sta spojini 15 in 16 spremenili barvo, postali 
sta oranžno rjavi in ugotovili smo, da je prišlo do oksidacije pirola.  
Piroli so nestabilni v prisotnosti kisika. Avtooksidacija na zraku poteče hitro, tudi v primeru 
odsotnosti svetlobe. Pojavi se rdeče rjava obarvana spojina. Eden izmed produktov 
oksidacije nesubstituiranega pirola v vodi so derivati sukcinimida, hkrati pa nastane tudi 
večja količina črnega polimera (42). Kadar je na pirol vezana elektron privlačna skupina 
(halogeni, karboksilne kisline …), pirol ne reagira več spontano s kisikom. 
 
6.4 KOMENTAR KROMATOGRAFIJE  
Pri obeh spojinah na katerih smo izvajali kiralno ločbo se stereogeni center nahaja na mestu, 
kjer se tvorijo ključne interakcije z vezavnim mestom. V primeru spojine M1155 hidroksilna 
skupina, ki je vezana na stereogeni center (ogljik), tvori ključne vodikove vezi z vezavnim 
mestom encima InhA. V primeru LR114P pa imata S in R enantiomera različno usmerjeno 
bojno glavo, to je tisti del zaviralca, ki tvori kovalentno vez z imunoproteasomom. Zato smo 
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predvidevali, da se enantiomera bistveno razlikujeta glede na zaviranje InhA oz. 
imunoproteasoma. 
 
6.4.1 Kiralna ločba spojine M1155 
Pogoji za ločbo spojine M1155 so bili že predhodno optimizirani. Glede na posnete 
kromatograme vidimo, da prvi kromatografski vrh predstavlja topilo, to pomeni, da se ta 
prvi eluira iz kolone in ima retencijski čas med 3,25 in 3,80 minutam. Ker bazna linija ni 
popolnoma ravna in opazimo nekaj manjših vrhov, je očitno v naši raztopini vzorca prisotnih 
še nekaj nečistot. Vendar imajo ti vrhovi zelo majhno površino in iz tega sklepamo, da so 
prisotni v nizki koncentraciji. Poleg tega pa so od vrhov spojine M1155 ločeni na bazni liniji 
in se iz kolone eluirajo prej. Enantiomer spojine M1155, ki se iz kolone eluira prvi, ima 
retencijski čas 24,150 minut, enantiomer, ki se eluira drugi, pa 25,474 minut. Želeli bi si, da 
sta enantiomera ločena na bazni liniji, vendar nam to ni uspelo. Glavno omejitev predstavlja 
omejen nabor kromatografskih kolon s kiralnim selektorjem, ki so nam na voljo. S kolonam, 
ki so nam bile na voljo, smo namreč izčrpali možne kombinacije topil, ki so del mobilne 
faze. V primeru, da bi imeli na voljo več različnih kromatografskih kolon, bi preverili ločbo 
enantiomerov še na drugih kolonah, ki vsebujejo drugačne stacionarne faze in bi verjetno 
prišli do boljše ločbe. Uporabili bi kolono, kjer bi dosegli najbolj optimalno ločitev 
enantiomerov ter nato spreminjali mobilno fazo in volumen injiciranja. Mi smo imeli na 
voljo samo eno ustrezno kiralno kolono in do ustreznih pogojev za kiralno ločbo smo tako 
prišli z optimizacijo mobilne faze in volumna injiciranja vzorca na le-tej.  
 
6.4.2 Kiralna ločba spojine LR114P 
Pri kiralni ločbi spojine LR114P smo se sprva odločili za mobilno fazo heksan/etanol = 
85/15. Naša spojina se je eluirala pozno, s spremembo mobilne faze smo želeli skrajšati 
retencijski čas. Uspeli pa smo ločiti enantiomera na bazni liniji in tako dobili ustrezno 
resolucijo. Ker gre za normalno fazno kromatografijo, smo predvidevali, da bomo s 
povečanjem deleža polarne mobilne faze dosegli hitrejšo elucijo. Delež heksana, ki 
predstavlja nepolarni del mobilne faze, smo tako zmanjšali za 5 %, delež etanola je ostal 
enak, dodali pa smo še 5 % metanola. Ločba je bila še vedno ustrezna, prišlo je do ločitve 
vrhov na bazni liniji in tudi retencijski čas je bil krajši. V nadaljevanju smo poskušali še 
skrajšati retencijski čas spojini LR114P. Z uporabo mobilne faze, pri kateri smo še povečali 
polarnejši delež (heksan/etanol/metanol = 75/20/5), smo retencijski čas ustrezno skrajšali in 
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čas analize bi lahko postavili na 30 minut. V zadnjem poskusu smo uporabili mobilno fazo 
heksan/etanol = 70/30 in dobili najkrajši retencijski čas ter še vedno ustrezno ločbo vrhov. 
Zato smo se odločili za kiralno ločbo pri teh pogojih.  
 
Ker nam je pri kiralni ločbi spojine LR114P uspela ločba enantiomerov na bazni liniji, lahko 
izračunamo enantiomerni presežek. Ta nam podaja razliko med odstotki čiste enantiomerne 




× 100 = % (𝑅) − % (𝑆) 
Z njim lahko preverimo uspeh kiralne kromatografije. Pomaga nam določiti tudi optično 
čistost (20). 
Če po zgornji enačbi izračunamo enantiomerno čistost, dobimo za enantiomer, ki se je eluiral 
prvi – F1, vrednost 90,8354 %, in enantiomer, ki se je eluiral drugi – F2, vrednost 98,058 %.  
 
Izračun: 
F1: %ee = 95,4177 - 4,5823 = 90,8354 % 
F2: %ee = 99,0290 - 0,9710 = 98,0580 % 
 
Iz rezultata lahko sklepamo, da ločba enantiomerov ni bila popolna, saj smo imeli v F1 
prisotnega tudi nekaj enantiomera, ki se eluira drugi, in prav tako je bilo v F2 prisotnega tudi 
nekaj enantiomera, ki se eluira prvi. Čeprav nismo dobili povsem optično čistih frakcij, smo 
se jim po kiralni ločbi zelo približali, še sploh z F2 – drugoeluiranim enantiomerom.  
 
Pri ločbi spojine M1155 nismo računali enantiomernega presežka, saj nismo imeli ločbe 
vrhov na bazni liniji in ne moremo natančno opredeliti površine, ki pripada prvoeluirani, in 





Uspelo nam je sintetizirati načrtovane končne spojine, pri katerih smo tetrahidropiranski del 
znanega zaviralca I zamenjali z 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinom. Pri sintezi smo 
upoštevali postopke, ki so objavljeni v literaturi.  
IC50 spojine Ⅰ znaša 0,02 µM. Glede na to, da je IC50 vseh naših sintetiziranih spojin višji, 
nam ni uspelo sintetizirati močnejših zaviralcev encima InhA. 
Končne spojine 7, 8 in 16 imajo IC50 v mikromolarnem območju. Vse imajo na mestu 1 v 
1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinu vezano metilno skupino, spojini 7 in 8 pa imata na 
mestu 6 vezano še elektron akceptorsko skupino. Izkazalo se je, da ta prepreči oksidacijo 
pirola, hkrati pa elektron akceptorska skupina ne zmanjša aktivnosti spojine.  
Pri sintezi spojine 15 smo v 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinu na mesto 1 vezali fenilni 
obroč in glede na biološka testiranja je ta spojina pri zaviranju encima InhA izkazala 
aktivnost v zgornjem nanomolarnem območju ter s tem najmočnejše zaviranje InhA med 
našimi sintetiziranimi spojinami. Fenilni obroč se očitno v lipofilni vezavni žep aktivnega 
mesta prilega bolje kot metilna skupina. Ker ima spojina 15 kiralni center, bi bilo v 
prihodnosti smiselno izvesti kiralno ločbo enantiomerov, npr. s kiralno kromatografijo, in 
izvesti biološko testiranje posameznih enantiomerov. V primeru optično čiste spojine 15 bi 
imela ta nižjo koncentracijo IC50. V nadaljevanju bi bilo najbolj smiselno pri načrtovanju 
novih učinkovin in sintezi le-teh izhajati iz spojine 15.  
 
V drugem delu smo izvedli kiralno ločbo spojine M1155 in razvili metodo za kiralno ločbo 
spojine LR114P. Kiralno ločbo spojin smo izvajali s kolonsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Uporabili smo direktno metodo HPLC kiralne ločbe pri čemer smo uporabili 
kolono s kiralno stacionarno fazo. Enantiomera spojine M1155 smo ločili dovolj dobro, da 
smo na kromatogramu videli dva vrhova, vendar nista bila ločena na bazni liniji. Z večjim 
naborom kromatografskih kolon in izbiro ustrezne kolone glede na lastnosti naše spojine bi 
zagotovili boljšo ločbo na bazni liniji. Spojino LR114P smo po optimizaciji sestave mobilne 
faze in volumna injiciranja uspešno ločili na bazni liniji, kar kaže, da ima normalno fazna 
kiralna kolona, ki smo jo imeli na voljo, ustreznejšo stacionarno fazo za kiralno ločbo spojine 
LR114P.  
Razvili smo uspešno metodo za zbiranje posameznih frakcij in obe spojine izolirali v čisti 
obliki v dovolj veliki količini, da bodo enantiomere kiralno ločenih spojin na Fakulteti za 
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